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Uber die Gewinnung von Haminderivaten durch 
Brenzreaktionen.’) 


2. Mitteilung. 
I. Darstellung des Pyratins aus Hamin durch die 
Resorcinschmelze. 


II. Darstellung und Eigenschaften des Pyroporphyrins. 


III. Eisenung von Porphyrinen in der ,,Eisen-Phenolschmelze“ 
und Umwandlung von Eisenporphyratinen durch Phenole und 
Phenolschwefelsaure. 


Von 
0. Schumm. 


Mit 4 Figuren auf Tafel I. 
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In der vorhergehenden Mitteilung’) wurde beschrieben, 
daB aus Himin bei langerem Erhitzen mit Resorcin und &Shn- 
lichen Koérpern ein Umwandlungsprodukt entsteht, das die be- 
zeichnenden Eigenschaften des Kopratins hat. Ich habe die 
beschriebene Umwandlung des Himins in zahlreichen Ver- 
suchen bestiitigen kénnen: Himin lift sich durch das Resorcin- 
verfahren' in héchst einfacher Weise nahezu quantitativ in 





1) Unter obigem Namen werden hier und weiterhin Reaktionen zu- 
sammengefa8t, bei denen organische Verbindungen dureh hoch- (im all- 
gemeinen iiber 150°) siedende Mittel allein oder gemeinsam mit Zusitzen 
irgendwelcher Art durch Erhitzem (auch unter Druck und Zufubr anderer 


Energie) umgewandelt werden. 
2) Diese Zs. Bd. 176, S. 122 (1928). 
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einen Kérper verwandeln, der alle bekannten Merkmale des 
Kopratins aufweist und beim Enteisenen mit Hydrazin—Kis- 
essig ein Porphyrin liefert, das in seinen bislang gepriiften 
Kigenschaften vollkommen mit dem Kopratoporphyrin iiber- 
einstimmt. Auch die Elementaranalyse hat keinen Unter- 
schied in der Zusammensetzung des Porphyrins gegeniiber 
Kopratoporphyrin ergeben. Da trotzdem irgendein feiner 
Unterschied im Bau der beiden Porphyrine bestehen kann, 
bezeichne ich das nach dem neuen Verfahren gewonnene Por- 
phyrin als Pyroporphyrin, die zugehérige EKisenkomplex- 
verbindung als Pyratin. 

Zur Gewinnung des Pyratins wird umkrystallisiertes Schal- 
fejeff-Hiimin in geschmolzenes Resorcin eingetragen und die 
Masse unter anfiinglichem gelegentlichen Umriihren bis zur 
vollstiindigen Umwandlung des Himins in Pyratin auf 180 bis 
190° gehalten. Aus der fertigen Schmelze kann man zwar 
ohne weiteres durch EingieBen in die siedende Kiistersche 
Salzsiiure—Eisessigmischung Krystalle des Pyratinchlorids oder 
durch Behandeln mit viel Hydrazin—Kisessig das Pyroporphyrin 
bilden. Es empfiehlt sich aber, das Pyratin zuvor durch Ein- 
gieBen der Schmelze in viel Wasser und Abfiltrieren des Nieder- 
schlages abzuscheiden. Das Roh-Pyratin enthilt eine mibige 
Menge farbigen Zersetzungsproduktes, das sich durch Waschen 
oder Umfillen aus stark verdiinnter Kalilauge entfernen 1labBt. 
Das Roh-Pyratin lést sich leicht in sehr schwach alkalihaltigem 
Wasser und fallt beim Ansiiuern wieder aus. Es lést sich 
ferner in Hisessig, essigsiiurehaltigem Ather und Chloroform, 
sowie in Phenolen, kaum in Paraffin. Aus dem scharf ab- 
gepreBten oder lufttrockenen Pyratin erhilt man das krystalli- 
sierte Chlorid, indem man das Pyratin in siedendem LEisessig 
lést, mit wenig Salzsiiure versetzt und erkalten liBt; in besserer 
Ausbeute jedoch, indem man das Pyratin entsprechend 
W. Kiisters Vorschrift') in wenig Pyridin lést, mit Chloroform 
verdiinnt, in siedenden salzsiiurehaltigen Eisessig gieBt und 
erkalten 1laBt. 


') Diese Zs. Bd. 40, 8. 891 (1903/4). 
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Die Krystallform des Pyratinchlorids wechselt je nach 
den Krystallisationsbedingungen. Ich habe hauptsiichlich drei 
stark verschiedene Formen erhalten: 1. angeniahert gleich- 
seitige rhombische, oft fast quadratische Tafelchen, 2. ling- 
liche sechsseitige Tafelchen mit der Abart der Kanu-Form, 
3. eine Ubergangsform zwischen ,,1“ und der Kanu-Form. 
Pyratinchlorid unterscheidet sich vom Hiimin, Himatin, Hii- 
matohimatin und deren Methylverbindungen dadurch, daB es 
sich in konzentrierter Schwefelsiure mit schén violetter Farbe 
lost. Wird Pyratin in der 100—200fachen Menge fliissigen 
Paraffins (Paraffin. liq. D. A. 6) aufgeschwemmt, das Gemisch 
1 Stunde bei ungefahr 360° in gelindem Sieden erhalten und 
nach dem Erkalten mit Hydrazin—Kisessig enteisent, so ent- 
steht ein Porphyrin, das in seinem spektrochemischen Ver- 
halten fast ganz mit dem Pyroporphyrin iibereinstimmt, in 
seinen Léslichkeitsverhiltnissen aber abweicht. In Kalilauge 
ist es auch beim Erwiirmen unldéslich, dagegen leiclit 
léslich in absolutem Chloroform und geht aus diesem nur in 
geringer Menge in 25°/,ige Salzsiure tiber. Seine Salzsiure- 
zahl (etwa ,,2“) hegt viel héher als die des Pyroporphyrins. 
Ks laBt sich leicht in die Kisenkomplexverbindung verwandeln. 
Héchstwahrscheinlich liegt in dem fraglichen Umwandlungs- 
produkt das decarboxylierte Pyroporphyrin vor. 

Anm. Hiamin erleidet beim Kochen mit Paraffin offenbar eine 
analoge Umwandlung.') Man erhilt Eisenporphyratine, die je nach der 
Kochdauer den H.P.- Wert?) 547, 546 oder 545 haben und beim Enteisenen 
mit Hydrazin—Kisessig in Kalilauge unlésliches Porphyrin liefern. Unter 
geeigneten Bedingungen entsteht ein Kérper, der nach dem Enteisenen 
etwa dieselben spektrometrischen Werte gibt wie das obengenannte ent- 
eisente Umwandlungsprodukt des Pyratins und wegen seiner hohen 
Salzsiiurezahl, Leichtléslichkeit in Chloroform und Unldslichkeit in Kali- 
lauge als ein decarboxyliertes Porphyrin angesehen wird.’) 


1) Abnlich wirkt 15—20 Minuten langes Erhitzen mit etwa der 20- 
fachen Menge Benzidin auf etwa 340°. 
*) ,,H.P.-Wert = spektrometrischer Wert fiir den Hauptstreifen eines 
Kisenporphyratins in hydrazinhaltigem Pyridin. 
‘) Uroporphyrin, Koproporphyrin und das Hiimatoporphyrin werden 
durch das Paraffin-Verfuhren anscheinend in analoger Weise abgebaut. 
1* 
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I]. 

Zur Enteisenung des Pyratins habe ich anfangs meistens 
die Kisessig—Hydrazinmethode!) benutzt, wobei das Pyratin 
verhiltnismiBig schnell in das Pyroporphyrin verwandelt wird. 
Pyratin liBt sich ferner durch lingeres Kochen mit 10°/,iger 
wiliriger Oxalsiiure enteisenen. Als schnelles und _ billiges 
Verfahren fand ich die Behandlung der Lésung des Pyratins 
in Phenol mit Oxalsiiure (vgl. S.11).2) Zur Gewinnung voll- 
kommen reinen Pyroporphyrins wird das Roh-Porphyrin nach 
der Methode von Willstatter und Mieg aus neutraler ath- 
erischer Lésung mit Salzsiiure fraktioniert. Die Salzsiurezahl 
ist etwa 0,4. — 

Pyroporphyrin stimmtin seinen Léslichkeitsverhiltnissen und 
spektrochemischen Reaktionen vollkommen mit dem natiirlichen 
Kopratoporphyrin tiberein. Seine Lésungen in etwa 98°, iger 
Schwefelsiiure sind schén violett. Pyroporphyrin zeigt die zu- 
erst fiir das Kopratoporphyrin von mir nachgewiesenen fast 
iibereinstimmenden und niedrigen spektrometrischen Werte der 
Lésung in 25°/,iger Salzsiiure und 98°/, iger Schwefelsiure. 
Pyroporphyrin widersteht wie Kopratoporphyrin der Einwirkung 
siedender Salzsiure und kalter 98°/,iger Schwefelsiure, ist 
ferner gegen siedendes Resorcin im gleichen Mafe widerstands- 
fihig wie Kopratoporphyrin. Die nach Zaleskis Verfahren dar- 
gestellten EKisenkomplexverbindungen beider Porphyrine zeigen 
in vollkxommener Ubereinstimmung die von mir beschriebene 
héchst bezeichnende Spektralreaktion in  hydrazinhaltigem 
Pyridin (I. symm. 545,0, I]. schwicher, etwa 515,5, ferner 
iiuBerst zarte, im GittermeBspektroskop bei engem Spalt aber 
deutlich erkennbare Streifen auf etwa 534,5 und 505,0). Bei 
der Veresterung mit 1°/, Salzsiiure enthaltendem Methylalkohol 
verhilt Pyroporphyrin sich wie Kopratoporphyrin. Es enthilt 


Sie liefern Porphyrine, die in Kalilauge unléslich, in Ather und Chloro- 
form leicht léslich sind. Salzsiiurezahl des aus Koproporphyrin gewon- 


nenen Koérpers = etwa 2! 


') A. Papendieck u. K. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, &. 60 (1925) 
*) imin, Hiamatohiimin, Mesohiimin und Kopratin werden dureh 
Phenol-Oxalsiiure ebenfalls entcisent. 
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wie dieses 2 Carboxylgruppen. Die zur Schmelzpunkthestim- 
mung uud Elementaranalyse benutzten Priparate Pyroporphyrin- 
methylester waren dreimal umkrystallisiert und zeigten Schmelz- 
punkte von 215—223°; der ebenso dargestellte Methylester 
des Kopratoporphyrins 218—221°. Die verschiedenen Priiparate 
Pyroporphyrinmethylester zeigten in der Krystallform (s. d. 
Tafel) geringere Unterschiede als die des Pyratinchlorids (s. 0.). 
Die Einzelkrystalle des Pyroporphyrinmethylesters hatten 
Dolch-, Schwert- oder Saibeiform. Bei der ersten Krystallisation 
saidlin haufig Drusen erhalten, dic vollkommen mit H. Fischers 
Abbildung des von ibm beschriebenen ,,Deutex uci eile v1. 
esters“ iibereinstimmten. beim Umkry ystallisieren aus Chloro- 
form—Methylalkohol gingen die geraden d 

sehr oft in die gebogene Form (Siibelform) iiber; sie stimmten 


dolchférmigen Krystalle 


dann in ihrem Aussehen mit dem Kopratoporphyrinmethylester 
iiberein, den ich nach demselben Verfahren aus dem durch 
Enteisenen des natiirlichen Kopratins mit Hydrazin—Hisessig 
gewonnenen Kopratoporphyrin dargestellt hatte (vgl. Tafel I, 
Fig. 2). Wurden die Methylester des Pyroporphyrins und 
Kopratoporphyrins noch wiederholt umkry stallisiert, so heferten 
sie beim Einhalten passender Versuchsbedingungen vollkommen 
iibereinstimmende Einzelkrystalle und Drusen. Die nach dem 
Verfahren von Zaleski dargestellte Kupferkomplexverbindung 
des Pyroporphyrins wurde ebenfalls leicht in Krvystallen er- 
halten, evenso die Kisenkomplexverbindung des Methylesters, die 
in hydrazinhaltigem Pyridin ein mit dem des Pyratins iden- 
tisches Spektrum gibt. 

Von der oben angegebenen Vorschrift abweichend habe 
ich das Pyratin wiederholt auch durch einige Minuten langes 
Kochen der Lisung des Himins in Resorcin dargestellt. Der 
aus dem Produkt nach dem Enteisenen mit Hydrazin—Eisessig 
dargestellte Methylester zeigte weder im Schmelzp. (223°) noch 
in seinen sonstigen Kigenschaften irgendeinen Unterschied 
von demjenigen Ester, der aus dem bei 190° gewonnenen und 
danach enteisenten Pyratin (s. 0.) dargestellt worden war. Die 
q 


? > 
dendes Resor- 


4 . 


Darstellung des Pyratins aus Himin durch sie 
cin hat den Nachteil, da8 gréBere Mengen farbigen Zersetzungs- 
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produkts entstehen, die freilich durch griindliches Waschen oder 
wiederholtes Umfillen des Roh-Pyratins aus schwacher Kali- 
lauge entfernt werden kénnen. 

Pyratin kann auch aus Himoglobin gewonnen werden. 
Die Umwandlung erfolgt aber viel schwieriger als beim Himin. 
In meinen Versuchen muBbte das Gemisch aus krystallisiertem 
Pferde-Oxyhaimoglobin und Resorcin einige Zeit gekocht werden, 
bis das Produkt das reine Pyratinspektrum gab. Der Zersetzungs- 
vorgang war von starkem indolihnlichen Geruch begleitet. 


Anm. 1. Ahnlich dem Hiimin werden durch gsiedendes Resorcin 
auch die Eisenkomplexverbindung des Hématoporphyrin-Nencki und 
des Tetramethylhimatoporphyrins, ferner das Hamatoporphyrin-Nencki 
und die Hamaterinsiure abgebaut. Das aus Hiimaterinsiiure erhaltene 
Produkt gibt dieselben spektrometrischen Werte wie Pyroporphyrin. 
Mesohiimin und Mesoporphyrinv unterscheiden sich von den genannten 
Kérpern dadureh, daB sie selbst durch siedendes Resorcin nicht in 
Pyratin bzw. Pyroporphyrin verwandelt werden. Die Angreifbarkeit 
von Eisenporphyratinen (und Porphyrinen) mit 2 Carboxylgruppen durch 
die ,,Resorcinschmelze“ scheint demnach das Vorhandenscin einer Seiten- 
kette mit wenigstens einer mehrfachen Bindung vorauszusetzen.') 


2. Unter den Dioxybenzolen wirkt Resorcin spezifisch. Brenz- 
eatechin und Hydrochinon fiihren Hiimin bei 200° nicht in Pyratin iiber; 
das entstehende Umwandlungsprodukt hat den ,,H.P.-Wer't“*) 550,0 bzw. 
651,0. Erst bei etwa 280° lieferte Hydrochinon ein spektroskopisch dem 
Pyratin iihnliches Umwandlungsprodukt (H.P.-Wert 546,0—546,8). Orzin 
bildet aus Hiimin schon bei kurzem Kochen (ungefaihr 277°) ein mit dem 
Pyratin spektroskopisch identisches Produkt. 

3. Die Trioxybenzole Pyrogallol und Phloroglucin fithren Himin 
bei geeigneter Temperatur und Einwirkungsdauer in einen K6rper iiber, 
der sich spektroskopisch genau wie Pyratin verhilt und héchstwahr- 
scheinlich mit ihm identisch ist. Dioxynaphthalin (2:7) fiihrt Héimin 
schon bei kurzem Aufkochen in einen Ké6rper mit dem ,,H.P.- Wert“ 
545—545,5 iiber. 

4, Die spezifische Wirkung der obengenannten cyclischen Oxy- 
verbindungen erhellt daraus, dai hydroxylfreie cyclische Verbindungen 


1) Uroporphyrin verliert unter der Einwirkung siedenden Resorcins 
einen Teil der Garboxylgruppen. Das entstehende Porphyrin hat alle 
Kigenschaften des Koproporphyrins. F.-P. des Methylesters 249% Am 
Uroporphyrinmethylester gelingt die Reaktion nicht! — 

°) , H.P.-Wert = spektrometrischer Wert fiir den Hauptstreifen 
eines Eisenporphyratins in hydrazinhaltigem Pyridin. 


Sa 
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auch bei Temperaturen um 200° keinerlei fihnlichen Abbau des Hiimins 
bewirken (z. B. Naphthalin, Anthracen, Campher).- Selbst das hoch 
siedende $-Dinaphthylamin bewirkte beim Aufkochen nur die Entstehung 
eines K6rpers vom ,,H.P.-Wert“ etwa 549; ihnlich verhielt sich Methyl- 
anthracen: ,,H.P.-Wert des bei einige Minuten langem Kochen ent- 
stehenden Umwandlungsprodukts = 549. Demgegeniiber jiuBert Phenol 
seine spezifische Wirkung dadurch, daB es trotz seines noch bedeutend 
unter 200° liegenden Siedepunktes Hiimin bei liingerem Kochen in einen 
Kérper mit dem ,,H.P.-Wert“ 550,0 oder 549 umwandelt.') 

5. Zusatz von Kupferoxyd oder Bleisuperoxyd (50—100°/,) zum 
Resorein verhindert auch im Sieden die Umwandlung von Hiimin in 
Pyratin; H.P.-Wert des Produkts etwa 550,5. — 


IL. 

Kocht man Pyroporphyrin, Kopratoporphyrin, Himato- 
porphyrin-Nencki, Mesoporphyrin oder Himaterinsiure?) in der 
100—200fachen Menge Phenol kurze Zeit unter Zusatz von 
Kisenpulver (Ferr. reduct.) oder Hisenoxydul (,,Kisenoxydul 
aus Oxalat“ von Kahlbaum), so entstehen die zugehérigen 
Kisenkomplexverbindungen. Aus dem Himatoporphyrin-Nencki 
habe ich sie leicht auch mit Eisenoxyd erhalten, aus Himaterin- 
siure nicht, aus den tibrigen weniger leicht als mit Kisenoxydul. 


Anm. Auch andere Metalle, z. B. Kupfer, Mangan kénnen in der 
Phenolschmelze in Porphyrine eingefiihrt werden. Pyroporphyrin lieferte 
mit viel Kupferoxyd wiederholt Gemische aus der Kupfer- und Eisen- 
komplexverbindung, mit viel Magnesium nur die Eisenverbindung, offen- 
bar infolge Verunreinigung der Metallpraparate durch Eisen. Die Bildung 
von Eisenkomplexverbindungen gelingt mit Ferr. reduct. auch in der 
Resorcinschmelze. Auch hierbeitratim Falledes Mesoporphyrins 
keine Umwandlung zu Pyratin ein! Bei Himaterinsiure und 
Himatoporphyrin-Nencki trat dagegen auBerdem die hier zu erwartende 
sekundire Veriinderung ein. Endlich wird Eisen auch in der §-Naphthol- 
schmelze von Porphyrinen komplex gebunden. 





1) p-Kresol verhilt sich ahnlich. 50g p-Kresol verwandeln 1 g 
Himin bei 20—30 Minuten langem Sieden (ungefiihr 200°) in ein Eisen- 
porphyratin mit dem ,,H.P.-Wert“ 550,0. Durch §-Naphthol wird Hamin 
bei lingerem Kochen sogar in ein Eisenporphyratin mit dem ,,H.P.-Wert“ 
etwa 546,5 verwandelt. 

2) Im Falle der Hiimaterinsiiure wird die entstandene Eisenverbin- 
dung schnell weiter veriindert. Nach lingerem Kochen hat das Produkt 
den ,,H. P.-Wert 549,0. 


. 
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Ein eigenartiges Verhalten zeigt Himin bei der Behand- 
lung mit einem Gemisch aus einem Phenol (oder auch Naphthol) 
und wenig Schwefelsiure. Je nach dem Mengenverhiltnis von 
Hiimin, ,,Phenol* und Saéure und der Temperatur entstehen 
hierbei eisenhaltige oder eisenfreie Himinderivate oder auch 
deren Gemische. Phenol mit Chromsiure +) und einer passenden 
kleinen Menge Schwefelsiure lefert aus Haimin bei geeigneter 
Kochdauer ein Porphyrin, das die spektrometrischen Werte 
des Pyroporphyrins zeigt und einen im Schmelzp. (223°) und 
der Krystallform mit dem Pyroporphyrinmethylester tberein- 
stimmenden Methylester liefert. 

Uber die in einigen solcher Gemische abwechselnd eintretende 
Abspaltung und Wiedereinfiigung des Eisens geben die in den 
Tabellen (S, 13—15) mitgeteilten Beobachtungen AufschluB, 
Wenngleich die Ergebnisse sich schon bei wenig abweichenden 
Mischungsverhaltnissen indern, kann man sich doch leicht von 
der Tatsache iiberzeugen, da eine zuniichst erfolgte Porphyrin- 
bildung bei Erhéhung der Temperatur durch Wiedereinfiigung 
des Kisens riickgingig gemacht werden kann. Ks sei hervor- 
gehoben, daB die Ergebnisse auch von der eingesetzten Menge 
Himin abhingen. 

Wie leicht der Abbau des Hiimins durch Phenol—Schwefelsiure 
erfolgt, ergibt sich aus folgendem Reaktionsverlauf: 50 g reinstes, weiBes 
Phenol mit 5 Tropfen 98°/, iger Schwefelsiiure (aus einem Reagenzglas 
zugetropft) auf 100° erhitzt, 0,5 ¢ Himin zugesetzt; nach '/, Minute 
Probe in hydrazinhaltigem Pyridin: I. unsymmetrisch, Max. violettwiirts 
der Mitte, auf 549,5. Schmelze auf 130° erhitzt, Probe in obigem 
Reagens: I. symm. 546,0. Schmelze auf 160° erhitzt, Probe in obigem 
Reagens: Spektrum des Pyratins, I. symm. 545,8, daneben ituBerst 
schwaches Porphyrinspektrum. Schmelze auf 180° erhitzt: Spektrum 
des Pyratins wie vorher, I. symm. 545,38, daneben schwaches Porphyrin- 
spektrum, Str. I. angeniihert 622,0. 

Der Abbau des Hiimins 1i8t sich auch mit einem Gemisch aus 
Phenol und Kaliumbisulfat durchfiihren. Eine Lésung von Hamin in 
geschmolzenem Phenol wird mit 10°/, Kaliumbisulfat zum Sieden erhitzt 
und unter weiterem Zusatz von Kaliumbisulfat (bis zu etwa 50°/, des 
Phenols) so lange gekocht, bis eine Probe in Pyridin das Spektrum des 


') Zusatz von viel Chromsiiure und liingeres Kochen ergibt reich- 
liche Bildung urobilinartigen Farbstoffs. 
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Pyroporphyrins, Streifen I. etwa 621, nach Zusatz von Hydrazinhydrat 
gegebenenfalls auBerdem den Hauptstreifen des Pyratins auf etwa 
545,0 zeigt. 


Mit der niheren Untersuchung der nach den ver- 
schiedenen neuen Verfahren gewonnenen Himin- 
derivate bin ich beschiftigt und hoffe in kurzem dar- 
iber Weiteres berichten zu kénnen. 


Anmerkung bei der Korrektur: In ihrer in Bd. 175 
dieser Zeitschrift veréffentlichten Abhandlung sagen H. Fischer 
und G. Hummel, daB wir die von uns beschriebene Absiit- 
tigungsreaktion des Hamins (stundenlanges Kochen mit 
1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol) als Verfahren zur Dar- 
stellung des Tetramethylhimatoporphyrins angegeben 
hiatten.!) Unsere Abhandlung enthielt keinerlei derartige An- 
gaben. — H. Fischers und G. Hummels Behauptung, durch 
heiBen Methylalkohol -Chlorwasserstoff erfolge praktisch iiber- 
haupt keine Absattigung der ungesittigten Seitenketten *), ist 
durch unsere Feststellungen als irrtiimlich erwiesen. 


Versuehe. 


I. Darstellung von Pyratin aus Hamin. 


In einer tubulierten Retorte, einem Porzellantiegel oder 
einem (kurzhalsigen) Jenaer Rundkolben schmilzt man 100 oder 
mehr Gramm Resorcin, trigt auf je 100 g 2—3g umkrystal- 
lisiertes Schalfejeff-Hiimin ein und erhilt die Schmelze so 
lange bei 180—190°°*), bis eine herausgenommene Probe in 
hydrazinhaltigem Pyridin auch bei gréBerer Schichtdicke das 
reine Spektrum des reduzierten Kopratins zeigt: Hauptstreifen 
vollkommen symmetrisch, auf etwa 545,0, Nebenstreifen auf 
etwa 515,5 oder 516,0, ferner je ein iiuBerst zarter Streifen 


1) S. 78. 

2) Bd. 175, S. 79. 

§) Die gleiche Umwandlung tritt auch ein, wenn man die Schmelze 
kurze Zeit (1 bis wenige Minuten) zum Sieden erhitzt. Bei dieser Tem- 
peratur entstehen aber bedeutende Mengen gelben Zersetzungsprodukts, 
zu dessen Entfernung wiederholtes Umfillen des Roh-Pyratins aus 
schwacher Kalilauge erforderlich ist. 
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auf etwa 534 und 504.') Man gieBt die Schmelze in die 50- 
bis 100fache Menge destillierten Wassers, filtriert die aus- 
gefallenen Flocken ab, wischt sie entweder griindlich mit 
Wasser oder fallt sie 1—2mal aus ungefahr 1/,°/,iger Kali- 
lauge mit Essigsiure um, wischt sie aus und preBt sie ab 
oder trocknet sie. Zur Darstellung der Chlorverbindung be- 
dient man sich der von W. Kiister zur Gewinnung reinen 
Hiimins gegebenen Vorschrift: Man lést das Pyratin in még- 
lichst wenig Pyridin—Chloroform und gieBt die Lésung nach 
dem Filtrieren in etwa die 30—50 fache Menge eines siedenden 
Gemisches aus 100 ccm Eisessig und 1—2 ccm konzentrierter 
Salzsiure. Das auskrystallisierende Chlorid wird in derselben 
Art umkrystallisiert, mit schwach salzsiurehaltigem Eisessig 
und danach mit Wasser gewaschen. Statt dessen kann man 
das scharf abgeprefte Pyratin auch in Eisessig lésen, die 
Lésung aufkochen, wenig rauchende Salzsaure zufiigen, nochmals 
aufkochen und in eine Schale gieBen. Bei geniigendem Gehalt 
scheidet sich das Chlorid beim Erkalten in makroskopischen, 
wie Hiimin glitzernden Krystallen aus (vgl. Taf. I, Fig. 1). 
Analyse des Pyratinchlorids. 


5,296 mg Substanz gaben 11,570 mg CO,, 2,38 mg H,O, 0,699 mg 
Fe,O. 


4,669 mg - »  10,190mg , , 2,02mg _ ,, , 0,619 mg 
Fe,Qx. 
3,290 mg - » 0,202 mg Cl. 
3,319 mg - » 0,194 mg ,,. 
Cz )H.,0,N,FeCl Ber. C 60,05°/, H 4,71°/, Fe 9,31°/, Cl 5,91°/, 
Mol.-Gew. Gef. 1. ,, 59,58 9» 5,03 » 9,23 5, 6,14 
599,71 2. 4, 59,52 5» 4,84 99 9,27 97 5,85. 


Anm. 1. Uber den Verlauf der Umwandlung des Hiimins dureh 
geschmolzenes Resorcin unterrichtet folgender Versuch: 15 g Resorcin 





1) Diese Probe unterrichtet ebenso iiber den Stand der Umwand- 
lung wie tiber Giite und Scharfeinstellung des GittermeBspektroskops. 
Sieht man bei geniigend scharf beleuchtetem und auf passende (még- 
lichst geringe) Weite eingestellten Spektralspait trotz geeigneter Kon- 
zentration und Schichtdicke der Lésung in hydrazinhaltigem Pyridin 
nicht auch den sehr zarten Streifen auf etwa 534,0, so ist das Himin 
entweder noch nicht vollstiindig in Pyratin umgewandelt oder das Gitter- 
mefspektroskop ist nicht auf volle Beobachtungsschirfe eingestellt, 
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+ 0,1 g Hiimin auf 175° erhitzt; Probe in hydrazinhaltigem Pyridin: 
]. symm, 545,5. Schmelze gleich danach auf 190° erhitzt: I. 545,2, bei 
weiterem 4 Minuten langem Erhitzen auf 190° keine Anderung, Um- 
wandlung des Himins in Pyratin vollendet. Priift man die fertige 
Schmelze in Wasser nach Zusatz von Hydrazinhydrat, so findet man 
den Hauptstreifen auf etwa 543,8. 

2. Wendet man statt reinen Resorcins ein Gemisch aus 4 Teilen 
Resorein und 1 Teil Wasser an, so bildet sich beim Erhitzen auf 190° 
ebenfalls Pyratin. 


Darstellung des Pyroporphyrins aus dem Pyratin. 


Das Pyratin laBt sich gut durch Lésen in Eisessig, Zusatz 
von Hydrazinhydrat und 1 tigiges Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur in das Porphyrin verwandeln. Zur Abscheidung 
des Porphyrins verdiinnt man die Fliissigkeit mit der mehr- 
fachen Menge Ather, entmischt mit Wasser, wiischt die Haupt- 
menge Hssigsiiure mit Wasser heraus, schiittelt die itherische 
Lisung mit mehreren Mengen 6—12°/ iger Salzsiure, bringt 
das Porphyrin aus der Salzsiure mit Natriumacetat oder mit 
Kalilauge und Essigsiiure in Ather, wiischt den Ather siiurefrei 
und schiittelt das Porphyrin mit 5°/,iger Salzsiiure heraus, 
bringt es wieder mit Natriumacetat in Ather, wiischt ihn siiurefrei 
und schiittelt ihn mit 0,5°/, iger Salzsiure aus. Aus dieser 
bringt man das Porphyrin wieder mit Natriumacetat in Ather, 
wischt ihn siurefrei und dampft ihn bis auf ein kleines Volumen 
ein, wobei das Porphyrin auskrystallisiert. Bei sorgfiltig ge- 
leiteter Darstellung des Pyratins habe ich das nach der Ent- 
eisenung in 5°/,ige Salzsiure gebrachte Rohporphyrin durch 
einmalige Uberfiihrung in Ather rein genug erhalten, um es 
daraus krystallisieren zu kénnen. Man kann das Porphyrin 
aus dem Enteisenungsgemisch auch durch Abstumpfen mit 
Kalilauge roh abscheiden, in wenig Kisessig lésen, mit viel 
Ather verdiinnen, siurefrei waschen, mit 5°/,iger Salzsiiure 
ausschiitteln, die Salzsiiureausziige einmal mit Ather waschen, 
danach das Porphyrin mit Natriumacetat in Ather bringen, 
ihn siiurefrei waschen und zur Krystallisation auf ein miBiges 
Volumen eindampfen. Neuerdings habe ich das Porphyrin 
wiederholt in einfacherer Weise verhiltnismiBig recht rein ab- 
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scheiden kénnen, indem ich das aus dem Reaktionsgemisch 
durch Abstumpfen mit Kalilauge abgeschiedene Roh-Porphyrin 
nach dem Abfiltrieren, Auswaschen und Abpressen mit 25°/, iger 
Salzsiiure auszog, die Lésung mit 4 Vol. Wasser verdiinnte, 
durch ein Hartfilter filtrierte und durch Abstumpfen mit Lauge 
oder Natriumacetat das Porphyrin ausfiallte. Durch Frak- 
tionieren des so gewonnenen Roh-Porphyrins nach dem Verfahren 
von R. Willstatter kann man seine Einheitlichkeit iiberpriifen. 
Das Pyratin laBt sich auch durch kurzes Kochen mit 
Brenztraubensiure enteisenen, ferner durch Kochen mit Kis- 
essig—Jodwasserstoff, sehr bequem (innerhalb weniger Minuten) 
durch Kochen in Phenol mit Oxalsiure oder mit Oxalsiure 
allein. Auch durch lingeres Kochen mit 10°/,iger wibriger 
Oxalsiurelésung liBt es sich gut enteisenen; die entstehende 
Lésung ist schon violett. Mit 10°/,iger waBriger Schwefelsiure 
oder 25°/, iger Salzsiure wurden bei einstiindigem Kochen aus dem 
Pyratin Porphyrinlésungen von weniger reiner Farbe erhalten. 
Zur Enteisenung mit Phenol-Oxalsiiure erhitzt man 
ein oder mehrere Gramm Pyratin in 200 g Phenol und setzt 
der im Sieden erhaltenen Fliissigkeit alle 1/,—1 Minute 1 Tee- 
léffel voll Oxalsiiure hinzu, bis eine herausgenommene Probe 
in Pyridin gelést, nach Zusatz von Hydrazinhydrat das reine 
Porphyrinspektrum, somit keinen Pyratinstreifen auf 545 mehr 
zeigt. Man gieBt die Flissigkeit unter Umrihren in die ungefihr 
30—40fache Menge heiSen Wassers, macht alkalisch, dann 
essigsauer, filtriert das ausfallende Porphyrin ab, reinigt es 
durch ein- oder zweimaliges Umfillen aus n/10-Kalilauge mit 
KEssigsiure und entfernt etwaige Reste von Hisenporphyratin 
indem man es mit 25°/,iger Salzsiiure auszieht, mit 4-6 Volumen 
Wasser verdiinnt, durch ein Hartfilter filtriert,!) mit Lauge ab- 
stumpft und den Niederschlag abfiltriert und auswiischt.’) 


oo en 


1) Statt dessen kann man das umgefillte Roh-Porphyrin auch in 
viel Wasser unter Zusatz von Kalilauge lésen, Salzsiiure im Uberschuf 
(bis zu etwa 5°/, HCl-Gehalt) zusetzen, filtrieren und das Porphyrin aus 
dem Filtrat abscheiden. 

*) Pyroporphyrin entsteht unmittelbar, freilich mit viel Nebenprodukt 
verunreinigt, wenn man Himin in einem Gemisch aus Resorcin und 
Oxalsiiure kocht. 
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Spektrometrische Werte von Kopratoporphyrin 
und Pyroporphyrin. 





Lisung in 


Ather 


Losung in 
98°/,iger 
Schwefelsiiure 


Lisung in 
Chloroform 


—————— 





Kopratoporphyrin, aus _natiir- 

lichem Kopratin durch Enteise- 

nung mit Hydrazin—Eisessig und 

Krystallisieren aus Ather ge- 
wonnen!) 


Ill 


I II IV 
621,3 566.2 523.8 492.5 
I Iil 
591,6 548.0 
I I] III IV 
ungefiihr 
619,8 565,0 532,0 497,0 





Dieselbe nach 
dem Schiitteln 
mit gleichviel 
25°/,iger 
Salzsiiure 


_—— - : 


Kisenkomplex- 

verbindung in 

hydrazinhaltig. 
Pyridin 





Pyroporphyrin, aus dem nach der 
Lesorcinmethode (aus Himin) ge- 
wonnenen Pyratin durch Enteise- 
nung mit Hydrazin-Eisessig dar- 
gestellt und aus Ather krystalli- 
siert. Das aus Himaterinsiure 
durch Kochen mit Resorein ge- 
wonnene Porphyrin gibt dieselben 





Werte 

I II Mil IV 
621,4 565,9 523,7 492,3 

I {il 
)91,4 547,8 

I II Hil IV 

ungefihr 

619,5 564,7 5381,5 497,0 





Das Porphyrin geht fast voll- 
stiindig in die Salzsiiure 


Salzsiureschicht: 


I Ul 
591,0 548.0 
I II 
545,2 516,0 
ferner duBerst zarte Neben- 


streifen”) auf etwa 534 und 504 
(505) 


1) Vgl. Diese Zs. a. a. O. 
*) Da diese zwei Nebenstreifen wie die Streifen I und II einen 
Abstand von ungefihr 30 uu haben, kénnte man auf die Vermutung 
kommen, dali sie einem beigemengten, unbekannten Porphyratin ange- 


horen. 





Das Porphyrin geht fast voll- 
stindig in die Salzsaure 


Salzsiureschicht: 


I III 
591,3 547,8 
I II 
44,9  515,5 
ferner fuBerst zarte Neben- 
streifen’) auf etwa 534 und 504 
(505) 


Fiir diese Auffassung hat sich aber noch keinerlei Anhaltspunkt 


ergeben. Die genannten zwei Nebenstreifen zeigen sich in vollkommener 
Ubereinstimmung bei dem natiirlichen Kopratin und dem Pyratin, sind 
aber nur bei solechen Priparaten deutlich erkennbar, die 
keine gréBere Beimengung von Himatin enthalten. 
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Zur Darstellung des Methylesters kocht man das Por- 
phyrin unter Befolgung von W. Kiisters Veresterungsvorschrift 
1 Stunde mit 1°/, Salzsiure enthaltendem Methylalkohol?), 
verdiinnt mit absolutem Chloroform, wiascht die Lésung mit 
Sodalésung, danach mit Wasser und dampft die filtrierte 
Chloroformlésung auf ein recht kleines Volumen ein. Nach 
Zusatz des mehrfachen Volumens siedenden Methylalkohols 
krystallisiert der Ester in der Kilte allmahlich aus und labt 
sich aus Chloroform—Methylalkohol ebenso umkrystallisieren. 

Zur Darstellung der Kupferkomplexverbindung kocht 
man die Liésung des Porphyrins in EKisessig mit Kupferacetat. 
Das Kupferkomplexsalz scheidet sich leicht krystallisiert ab. 

Zur Darstellung des freien Porphyrins aus dem Me- 
thylester verseift man diesen durch etwa einstiindiges Kochen mit 
verdiinnter Kalilauge und scheidet das Porphyrin aus dem Filtrat 
mit Essigsiure ab und krystallisiert es, indem man es in 
wenig Kisessig lost, stark mit Ather verdiinnt, den Ather 
siiurefrei wischt und auf ein maBig groBes Volumen eindampft 
und erkalten liBt. Durch siedende 25°/,ige Salzsdure wird 
der Ester ebenfalls, und zwar schnell, verseift. — 


Anm. Folgender Versuch eignet sich, um schnell die Umwandlung 
von Hiimin in Pyroporphyrin aufzuzeigen: In einem Reagensglas kocht man 
etwa 1 ¢ Resorcin '/,—-1 Minute mit einer stecknadelkopfgroBen Menge 
Hiimin, gieBt die Schmelze in ein Gemisch aus 1 g Brenztraubensiure 
und 1g Wasser und kocht ungefihr 1 Minute. Einige Tropfen der 
etwas abgekiihlten Fliissigkeit werden mit mehreren Kubikzentimetern 
Ather verdiinnt und nétigenfalls zur Klarung wenige Tropfen Eisessig 
zugesetzt. Die Fliissigkeit zeigt das Pyroporphyrinspektrum mit dem 
Str. I auf etwa 621,5. — Stellt man sich aus einer gleichen kleinen Menge 
Himin durch ungefihr 1 Minute langes Kochen mit einigen Kubikzenti- 
metern Brenztraubensiiure eine Himaterinsiurelésung her und setzt 
eine passende kleine Menge davon zu obiger itherischen Pyroporphrin- 
lisung, so sieht man im Gitterspektroskop die Spektren beider Porphy- 
rine nebeneinander; Str. I und II sind deutlich doppelt, Ia etwa 6382,5, 
Ib etwa 621,5, Ila etwa 576,0, ILb etwa 566,0. 


1) Durch Siittigen der Aufsehwemmung von Pyroporphyrin in Me- | 
thylalkohol mit trocknem Salzsiiuregas wurde ein Methylester von 
gleichem Verhalten gewonnen. 
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' Analyse des Pyroporphyrinmethylesters (Schmelzp. 223°). 
, 4,622 mg Substanz (aschefrei) gaben 12,045 mg CO,, 2,54 mg H,0O. 
t 5,253 mg e : » 18,685 mg CO,, 2,94 mg H,O. 
4,193 mg " ” » 0,390 eem N (21,5°, 749 mm). 
‘ 3,828 mg om ‘ » 0,357 cem N (22°, 749 mm). 
H 7,989 mg i, . » 1,154 mg AgJ, 
S 6,274 mg - ‘ » 9,006 mg AgJ. 
t C,2H,,0,N,  Mol.-Gew. 538,47. 
‘a Ber. C 71,34°/,  H 636%, N 10,419, O.CH, 11,53%/, 
it Gef. I. ,, 71,07 »» 6,15 10,41 » 11,83 
a Ik, T1085 »» 6,26 », 10,43 ™ 11,60 
4 Kin anderes Praparat, das den Schmelzp. 218° hatte), 
a ergab denselben Stickstoffgehalt: 
at 5,648 mg Substanz (aschefrei) gaben 0,500 cem N (19°, 776 mm). 
m 3,852 mg om . » 0,346 cem N (21°, 775 mm). 
4,060 mg m ” » 0,367 cem N (20°, 774 mm). 
er 
Gef. N_ I 10,36°/, 
ft 
» Il 10,42 
rd ,, III 10,52 
BE Analyse des Kopratoporphyrinmethylesters (Schmelzp. 221°). 
an 
ge 4,735 mg Substanz (aschefrei) gaben 12,450 mg CO,, 2,71 mg H,O. 
i 5,060 mg Z ‘ » 13,240 mg CO,, 2,80 mg H,0O. 
i 2,603 me _s,, as , 0,288 cem N (22°, 759 mm). 
- 2,724 mg ™ oe - 0,245 eem N (21°, 759 mm). 
sig 3,500 mg ” ” ” 2,82 mg AgJ. 
a 4,000 mg ‘“ ‘ a 3,50 mg AgJ. 
ise C,,H,.ON, Mol.-Gew. 538,47. 
ti- | 
| Ber. C 71,34°/, H 6,36°, N 10,41°%, O.CHs 11,53, 
| Gef. I. ,, 71,70 1» 6,41 » 10,56 » 10,65 
ny: II. ,, 71,40 » 6,20 5, 10,44 “a 11,56 
5, | sais ccndiadeianiadedtges 
') Dieses Priiparat war gleich dem anderen dreimal umkrystallisiert. 
— Die Unterschiede im Schmelzpunkt sind noch nicht aufgeklirt. Ein 
| in gréBerer Menge dargestelltes drittes Priparat schmolz bei 221%, ein 
Me- | viertes wieder bei 223°. Ein Priiparat, das durch Verestern yon Pyro- 
yon | porphyrin mit Methylalkohol und Salzsiiuregas gewonnen war, hatte 
den Schmelzp. 221°. 
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18 0O.Schumm, Uber die Gewinnung von Himinderivaten usw. 


Zusammenfassung. 


1. Unter dem Namen Brenzreaktionen werden verschiedene 
neue Verfahren beschrieben, durch die bestimmte Blutfarbstoff- 
porphyrine und deren Kisenkomplexverbindungen in teils spezifi- 
scher Weise in hochstehende Abbauprodukte verwandelt werden. 

2. Die Darstellung der Metallkomplexverbindungen von 
Porphyrinen in der ,,Phenolschmelze“ wird beschrieben und in 
der Phenol—Oxalsiiuremethode und der Oxalsiuremethode neue 
Verfahren zur Enteisenung bestimmter Eisenporphyratine an- 
gegeben. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die mir gewahrte Unterstiitzung. 














EinfiuB der Struktur auf die Kinetik der Desmolasen. 
1. Teil. Urikase. 


System: Urikase, Harnsaure, aktive und inaktive Kohle 
und EiweiB. 


Von 


St. J. v. Przytecki. 


(Aus dem Institut fir physiologische Chemie der Universitat Warschau. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1928.) 


Es wurde bewiesen, daB nach dem Vernichten der Zellstruktur 
die chemischen Reaktionen sehr verschieden verlaufen. Wahrend die 
einen, wie z. B. die Autolyse, die Glykogenolyse, bedeutend beschleunigt 
werden, sind die anderen, wie z. B. die Oxydationsprozesse, sehr ab- 
geschwicht — kinetisch gehemmt. 

Es geniigt, in dieser Sache die Forschungsresultate Lessers') iiber 
Glykogenolyse in der Leber der Frésche und die Resultate Warburgs?’) 
iiber die Atmung der isolierten Erythrozyten des Vogelblutes zu er- 
wiihnen. 

Die Hemmung der Atmung erklirt Warburg durch die Ver- 
nichtung der Struktur. Der Autor findet, da’ die Oxydationsprozesse 
an die Anwesenheit des katalytischen Eisens gebunden sind, und auf 
dieser Idee baut er seine ganze Oxydationstheorie auf. 

Gegenwiirtig ist Warburgs Theorie noch nicht imstande, alle 
Oxydationsprozesse in lebenden Organismen zu erkliiren. AuBer den 
Fallen, die am wenigsten erkannt wurden, in welchen scheinbar vieles 
fiir das Fehlen oxydierender Enzyme spricht, wie z. B. bei der Oxy- 
dation der Linolensiure oder der Aminosiuren, wo bestimmt das Eisen 
eine wichtige Rolle spielt, verliuft eine ganze Reihe von oxydierenden 
Reaktionen oder von sogenannten Oxyreduktionen unter dem Einflu8 
der Enzyme.*) 


*) Heute kiénnen wir nicht behaupten, da8 die Enzyme, auber den 
eigentlichen Oxydasen, imstande wiiren ohne Mitwirkung des Akti- 
vators (z. B. Fe) die ganze Verbindung zu oxydieren, ohne dabei die 
Halfte der oxydierenden Substanz oder einen anderen Acceptor zu 
reduzieren. Mit diesem Problem werden wir uns vorliufig nicht be- 
schiaftigen. 


o* 
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Die Forschungen, die das Problem behandeln, wie oft die enzy- 
matischen Prozesse durch die Vernichtung der Struktur abgeschwicht 
werden und wie das Verhiltnis der Prozesse zu den Grundgedanken 
Warburgs ist, haben fiir uns groBes Interesse, da sie erstens ein ge- 
wisses Licht auf den Mechanismus der Oxydation werfen, zweitens 
vielleicht gewisse charakteristische Merkmale fiir enzymatische Reak- 
tionen erfassen, drittens nachweisen kénnen, ob die riiumliche Ab- 
grenzung Enzym-Substrat immer zur Einschrinkung der Enzymreak- 
tionen fiihrt.*) 

In einem Medium, wo das Enzym und das Substrat adsorbiert und 
deshalb riiumlich voneinander getrennt sind, verlaufen die hydroly- 
tischen Reaktionen der Amylase bedeutend langsamer als in einem ho- 
mogenen Medium (Przytecki, Niedzwiedzka, Majewski).’) 

Im dritten Teil unserer Forschuug haben wir nachgewiesen, dab 
zur Hemmung der Reaktion die Adsorption des Enzyms und des Sub- 
strats nicht geniigt. Unentbehrlich ist auBerdem die Anwesenheit der 
Struktur, welche die Hiufigkeit des Zusammentreffens Enzym und Sub- 
strat vermindert. Nur in solehen Fallen kann man von einer hemmen- 
den Struktur sprechen (Przytecki und Niedzwiedzka).*) Diese Er- 
scheinung ist wahrscheinlich eine allgemeine, wenn es sich um Hydro- 
lasen handelt und ist die logische Konsequenz des Massenwirkungs- 
gesetzes. 


Bei Oxydationsreaktionen kompliziert sich das Problem 
bedeutend. Bei der Hydrolasenwirkung hatten wir ein System: 
Enzym, Adsorbens, Substrat und Wasser, wobei das Adsorbens, 
wie erwihnt, auf die Hydratation der Enzymsphiare meistens 
keinen KinfluB hatte; das Adsorbens trennt nur das Enzym | 
vom Substrat und die Struktur fiihrt eigentlich nichts Neuesein.') | 

Bei der Oxydation treten eine ganze Reihe neuer Faktoren 
hinzu. Vor allem miissen wir darauf hinweisen, daB hier | 
auBer der Substanz noch der Sauerstoff aktiviert sein muB. 
Dasselbe geschieht bei einer vollstandigen Oxydation mit Hilfe 
der Oxydoreduktasen, wo wir in der Endetappe wahrscheinlich 
einen Zeitabschnitt der Sauerstoffaktivierung haben. Man hat 
also einige Méglichkeiten zu unterscheiden. 

Vor allem, wenn es sich um die Adsorbenten handelt, 
sind uns solche bekannt, welche die Sauerstoffaktivierung oder 





*) Das von Willstatter®) angegebene Beispiel von Adsorbenten, 
die beschleunigenden EinfluB auf die Lipasewirkung haben, wird in 
einer spiiteren Arbeit behandelt. 
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Sauerstoffiibertragung nicht erleichtern und andere, welche 
auBer der Fahigkeit der Adsorption, die weder das Substrat 
noch das Enzym indert, die Fahigkeit einer Umbildung des 
Adsorbendum besitzen, wobei sie die Oxydation oder die Sauer- 
stoffaktivierung erleichtern. Es sind mit anderen Worten 
Sauerstoffiibertrager. Wie wir sehen, ist es nicht a priori 
| vorherzusehen, was fiir einen HKinfluB die Struktur auf die 
Reaktionen der Oxydasen und anderen Desmolasen haben 
werden. 
Deshalb konnte man im voraus nicht behaupten, daB die 
Struktur tiberhaupt alle Enzymreaktionen hemmt oder nicht 
beschleunigt. 


Zur Aufklirung obiger Frage war es angezeigt, die Methode der 
Analyse der Gesamtheit der Erscheinungen einer ganzen Reihe mit- 
einander verbundenen Reaktionen, wie es bei der Untersuchung der 
Atmung geschieht, zu verwerfen und die einzelnen Reaktionen ab- 
gesondert zu untersuchen. Nur auf diese Weise kann man in eine 
ganze Reihe von Vorgiingen eindringen, die nicht mit der Reihenfolge 
der Reaktion verbunden sind oder ein gewisses System verlangen, was 
| wir schon in unserer Arbeit ,,Uber die Umkehrbarkeit der Enzym- 
reaktionen erwihnt haben.®) 

Dieses Verfahren ist deshalb unentbehrlich, weil in den desmoly- 
tischen Reaktionskomplexen sehr verschiedene Etappen existieren. Und 
| so kénnen einige von ihnen ohne Beteiligung der Enzyme und aus- 

schlieBlich unter dem EinfluB der Bikatalysatoren verlaufen, welche 
nur in Verbindung mit einer gewissen Struktur wirken, Andere Stadien 
sind Synthesen, die zu ihrer Verwirklichung Energie erfordern, welche 
die kopulierten Reaktionen liefern. Vielleicht verlangt auch dieser 
ProzeB eine gewisse Struktur. Es existieren, wenigstens im Zerfall der 
Kohlenhydrate, die Dehydratationen. Diese Reaktionen verlaufen um 
so schneller, je mehr das Medium dehydriert ist. Eine Verdiinnung in 
der Wasserlésung kann eine Hemmung der Dehydratation verursachen, 
hingegen eine Einfiihrung ciner Struktur von einem dehydrierenden 
Kérper, z. B. eines hydrophilen Kolloides, kann wieder die Ursache 
einer Beschleunigung werden. 

Bei den Untersuchungen iiber den Einflu8 der Struktur auf die | 
Funktion der Desmolasen miissen wir grundsitzlich eine Reihe von 
Faktoren unterscheiden: 








A. Gattung des Adsorbens. Ein chemisch inaktives Adsorbens. 
In manchen Fillen, z. B. bei der Kohle, ein Adsorbens, welches des 
Metalles beraubt ist. Es ist wenig wahrscheinlich, daB diese Gattung 
imstande ist, eine Reaktionsbeschleunigung hervorzurufen. Ein chemisch 
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aktives Adsorbens, das beispielsweise das Substrat oder vielleicht auch 
das Enzym (weniger wahrscheinlich) und den Sauerstoff modifiziert, 

Aus den Untersuchungen Warburgs ergibt sich, da8 die kataly- 
tische Wirkung des Adsorbens sehr spezifisch ist. 

B. Verhiltnisse bei der Siittigung mit Sauerstoff. Hier miissen 
wir ein Sauerstoffmedium mit SauerstoffiiberschuB und sauerstofflose 
Verhiltnisse unterscheiden; wobei die Oxydationsreaktion auf der Ab- 
nahme yon Sauerstoff einer anderen Verbindung oder gré8Stenteils auf 
Abtrennung des Wasserstoffs von der untersuchten Verbindung und 
Lieferung desselben an den Acceptor, z. B. das Methylblau, beruht. Die 
Untersuchung der Wirkung der Oxyredukasen im Sauerstoff- und im 
sauerstofflosen Medium in Gegenwart von H-Acceptoren kann hier spe- 
ziell interessante Ergebnisse liefern. 

C. Zwei Arten von oxydierenden Enzymen, eigentliche Oxydasen 
und Oxyredukasen. Bei Oxyredukasen soll uns, wie wir erwiihnten, der 
Einflu8 der Struktur auf die erste Wirkungsphase, d. h. Abtrennung 
des Wasserstoffs, und auf die zweite, d. h. Verbindung des H mit Sauer- 
stoff, interessieren. 

SchlieBlich, wenn es sich um die Wirkung handelt, miissen wir 
zwei Arten von Enzymen unterscheiden, erstens solche die aktiv sind, 
ohne Mitwirkung von Co-Enzymen, und zweitens solche, die zur Akti- 
vierung die Anwesenheit des Co-Ferments brauchen. Die Rolle dieses 
Faktors ist vorliiufig vollkommen unbekannt. 

Die letzten Untersuchungen weisen nach, da8 man die Struktur- 
wirkung nicht vernachlissigen darf. 


Aus dem Obigen sehen wir, daB, wenn wir die Kinwirkung 
der Struktur auf die Desmolasen untersuchen, wir mit einer 
ganzen Reihe von Faktoren rechnen miissen. Wir beobachteten, 
daB man die erste Untersuchung mit einem sich selbst ge- 
niigenden Enzym (nach geniigend genauer Reinigung) durch- 
fiihren sollte, besonders wenn es sich um eigentliche und 
aktive Oxydation handelt. Als entsprechendes Enzym fiir 
unseren Fall wiihlten wir die Urikase. Mit dem Wirkungs- 
charakter des Enzyms allein, sowie mit der Zugehorigkeit 
desselben zu den oben erwihnten Gruppen (Oxydasen und 
Oxyreduktasen usw.) werden wir uns in einer spiteren Arbeit 
beschiftigen. 

Unserem Ziele schien es am besten zu entsprechen, die 
Untersuchung mit einem einfachen Modell anzufangen und erst 
dann mit dem Organismus zu experimentieren. Das Unter- 
suchungsmaterial teilten wir in einige Gruppen ein. 
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Die erste Gruppe umfabt nicht aktive, die Harnsiiure nicht 
oxydierende, wenigstens wiihrend der Dauer des Experiments chemisch 
nicht verindernde Adsorbente. Diese Priéparate findern wahrscheinlich 
nicht den Zustand des Sauerstoffs, abgesehen von méglichen Konzen- 
trationsinderungen des Sauerstoffs auf gewisse Stellen infolge der Ad- 
sorption. Wir haben mit diesen Modelien zwei Versuchsarten aus- 
gefiihrt. Einen Versuch mit einer metallosen Kohle, wo wir eine gleich- 
zeitige Adsorption des Enzyms und des Substrats hatten, und einen 
zweiten mit Eiweib, bei welchem fast nur das Enzym adsorbiert wurde. 

Die Experimente mit dem EiweiB enthalten Versuche mit ge- 
ronnenem HiihnereiweiB und mit EiweiB in Liésung. Auf diese Weise 
konnte man die Wirkung der Adsorption von der Wirkung der ent- 
standenen Struktur unterscheiden. 

Die zweite Gruppe enthalt Versuche mit aktiven Adsorbenten 
oder in Gegenwart von aktiven Kérpern. 

Als chemisch aktiver Adsorbent wurde Tierkohle, die Eisen ent- 
hielt, angewandt. Unter diesen Verhiltnissen wird Harnsiure oxydiert, 
wie es H. Zylbertal’) im Institut der physiologischen Chemie der 
Veterinirfakultiét der Universitit Warschau nachwies. Die Versuche 
wurden mit inaktiven Adsorbenten ausschlieBlich im Sauerstoffmedium, 
hingegen mit aktiven Adsorbenten in verschiedenen, angefangen von 
ganz sauerstofflosen bis mit Sauerstoff gesiittigten Medien ausgefiihrt. 


Methodik. 


Als Adsorbenten wurden Kohle und Eiweib angewandt. Wir ge- 
brauchten entweder fast ganz metallfreie oder auch eine eisenenthaltende 
Kohle. Die erste erhielten wir aus chemisch reiner Glykose oder aus 
Benzol, dann aus den Merckpriparaten oder auch von solchen Priparaten, 
die von Professor Lindemann uns zur Verfiigung gestellt wurden. 
Als Kohle, die Eisen enthielt, gebrauchten wir das Priiparat von Merck, 
die sogenannte Tierkohle, oder ein Priiparat, das speziell nach der 
Warburgmethode aktiviert wurde. Das HiihnereiweiS gebrauchten wir 
in Lésung oder geronnen durch Kochen. 

Die Versuche wurden mit der Urikase, welche von zwei Quellen 
stammte, von Rindsniere und Froschleber, durchgefiihrt. Wir wandten 
gereinigte Priiparate an. Die Ausziige von Organen oder von ganzen 
Tieren wurden nach der schon angegebenen Methode vorbereitet (Przy- 
tecki*) und nachher der Reinigung unterzogen. Diese beruhte darauf, 
da8 ein- oder zweimal mit Aceton und danach einmal mit Alkohol ge- 
fillt wurde. In einigen Fiillen gebrauchten wir direkt die Ausziige. 
Auf diese Weise erhielten wir Urikasepriparate von verschiedener 
Wirkungskraft. Dies erlaubte uns, nach Belieben Systeme von ver- 
schiedenen Verhiltnissen zu schaffen: Urikase; C-Fe, und gleichzeitig 
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aktives Adsorbens, das beispielsweise das Substrat oder vielleicht auch 
das Enzym (weniger wahrscheinlich) und den Sauerstoff modifiziert, 

Aus den Untersuchungen Warburgs ergibt sich, daB die kataly- 
tische Wirkung des Adsorbens sehr spezifisch ist. 

B. Verhiltnisse bei der Siittigung mit Sauerstoff. Hier miissen 
wir ein Sauerstoffmedium mit SauerstoffiiberschuB und sauerstofflose 
Verhiltnisse unterscheiden; wobei die Oxydationsreaktion auf der Ab- 
nahme yon Sauerstoff einer anderen Verbindung oder gréftenteils auf 
Abtrennung des Wasserstoffs von der untersuchten Verbindung und 
Lieferung desselben an den Acceptor, z. B. das Methylblau, beruht. Die 
Untersuchung der Wirkung der Oxyredukasen im Sauerstoff- und im 
sauerstofflosen Medium in Gegenwart von H-Acceptoren kann hier spe- 
ziell interessante Ergebnisse liefern. 

C. Zwei Arten von oxydierenden Enzymen, eigentliche Oxydasen 
und Oxyredukasen. Bei Oxyredukasen soll uns, wie wir erwihnten, der 
Einflu8 der Struktur auf die erste Wirkungsphase, d. h. Abtrennung 
des Wasserstoffs, und auf die zweite, d. h. Verbindung des H mit Sauer- 
stoff, interessieren. 

SchlieBlich, wenn es sich um die Wirkung handelt, miissen wir 
zwei Arten von Enzymen unterscheiden, erstens solche die aktiv sind, 
ohne Mitwirkung von Co-Enzymen, und zweitens solche, die zur Akti- 
vierung die Anwesenheit des Co-Ferments brauchen. Die Rolle dieses 
Faktors ist vorliiufig vollkommen unbekannt. 

Die letzten Untersuchungen weisen nach, da8 man die Struktur- 
wirkung nicht vernachliissigen darf. 


Aus dem Obigen sehen wir, da’, wenn wir die Einwirkung 
der Struktur auf die Desmolasen untersuchen, wir mit einer 
ganzen Reihe von Faktoren rechnen miissen. Wir beobachteten, 
daB man die erste Untersuchung mit einem sich selbst ge- 
niigenden Enzym (nach geniigend genauer Reinigung) durch- 
fiihren sollte, besonders wenn es sich um eigentliche und 
aktive Oxydation handelt. Als entsprechendes Enzym fiir 
unseren Fall wihlten wir die Urikase. Mit dem Wirkungs- 
charakter des Enzyms allein, sowie mit der Zugehérigkeit 
desselben zu den oben erwihnten Gruppen (Oxydasen und 
Oxyreduktasen usw.) werden wir uns in einer spiteren Arbeit 
beschiftigen. 

Unserem Ziele schien es am Westen zu entsprechen, die 
Untersuchung mit einem einfachen Modell anzufangen und erst 
dann mit dem Organismus zu experimentieren. Das Unter- 
suchungsmaterial teilten wir in einige Gruppen ein. 
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Die erste Gruppe umfabt nicht aktive, die Harnsiiure nicht 
oxydierende, wenigstens wihrend der Dauer des Experiments chemisch 
nicht verindernde Adsorbente. Diese Praparate findern wahrscheinlich 
nicht den Zustand des Sauerstoffs, abgesehen von mdglichen Konzen- 
trationsinderungen des Sauerstofis auf gewisse Stellen infolge der Ad- 
sorption. Wir haben mit diesen Modelien zwei Versuchsarten aus- 
gefiihrt. Einen Versuch mit einer metallosen Kohle, wo wir eine gleich- 
zeitige Adsorption des Enzyms und des Substrats hatten, und einen 
zweiten mit Eiweif, bei welchem fast nur das Enzym adsorbiert wurde. 

Die Experimente mit dem EiweiB enthalten Versuche mit ge- 
ronnenem HiihnereiweiB und mit EiweiB in Lésung. Auf diese Weise 
konnte man die Wirkung der Adsorption von der Wirkung der ent- 
standenen Struktur unterscheiden. 

Die zweite Gruppe enthalt Versuche mit aktiven Adsorbenten 
oder in Gegenwart von aktiven Koérpern. 

Als chemisch aktiver Adsorbent wurde Tierkohle, die Eisen ent- 
hielt, angewandt. Unter diesen Verhiiltnissen wird Harnsiiure oxydiert, 
wie es H. Zylbertal’) im Institut der physiologischen Chemie der 
Veterinirfakultiét der Universitit Warschau nachwies. Die Versuche 
wurden mit inaktiven Adsorbenten ausschlieBlich im Sauerstoffmedium, 
hingegen mit aktiven Adsorbenten in verschiedenen, angefangen von 
ganz sauerstofflosen bis mit Sauerstoff gesiittigten Medien ausgefiihrt. 


Methodik. 


Als Adsorbenten wurden Kohle und Eiwei8 angewandt. Wir ge- 
brauchten entweder fast ganz metallfreie oder auch eine eisenenthaltende 
Kohle. Die erste erhielten wir aus chemisch reiner Glykose oder aus 
Benzol, dann aus den Merckpriiparaten oder auch von solchen Priiparaten, 
die von Professor Lindemann uns zur Verfiigung gestellt wurden. 
Als Kohle, die Eisen enthielt, gebrauchten wir das Priiparat von Merck, 
die sogenannte Tierkohle, oder ein Priiparat, das speziell nach der 
Warburgmethode aktiviert wurde. Das HiihnereiweiB gebrauchten wir 
in Lésung oder geronnen durch Kochen. 

Die Versuche wurden mit der Urikase, welche von zwei Quellen 
stammte, von Rindsniere und Froschleber, durchgefiihrt. Wir wandten 
gereinigte Priparate an. Die Ausziige von Organen oder von ganzen 
Tieren wurden nach der schon angegebenen Methode vorbereitet (Przy- 
tecki*) und nachher der Reinigung unterzogen. Diese beruhte darauf, 
da8 ein- oder zweimal mit Aceton und danach einmal mit Alkohol ge- 
faillt wurde. In einigen Fiillen gebrauchten wir direkt die Ausziige. 
Auf diese Weise erhielten wir Urikasepriparate von verschiedener 
Wirkungskraft. Dies erlaubte uns, nach Belieben Systeme von ver- 
schiedenen Verhiltnissen zu schaffen: Urikase; C-Fe, und gleichzeitig 
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Systeme von demselben Verhialtnis beider Katalysatoren, aber mit sehr 
groBem Unterschied in der Kohlenoberflichenbedeckung durch weniger 
oder mehr gereinigte Urikasepriparate. 

Die Harnsiiure wurde colorimetrisch mittels der Methode Folin- 
Denis bestimmt. Wir gebrauchten eine Lésung von harnsaurem Natron 
Py = 7,5. Uberall wurde Phosphatmischung von py = 7,5 zugegeben. 

Wegen der intensiven Adsorption der Harnsaéure durch die Kohle 
(70 —90 °/,) wandten wir zur Bestimmung des ganzen Inhaltes der Harn- 
siure, also nicht nur der freien, sondern auch der adsorbierten Harn- 
siiure, Isoamylalkohol im UberschuB an. Dieser Alkohol hatte eine stark 
eluierende Wirkung und deshalb zeigte er sich als sehr wertvolles Mittel. 
Nur durch Anwendung obiger Methode gelang es, den EinfluB der Kohle 
auf den Zerfall der Harnsdéure durch die Urikasewirkung nachzuweisen. 

Um sich von der Wirkung der eluierenden Faktoren auf die Ge- 
schwindigkeit des Harnsiurezerfalls im makroheterogenen Medium zu 
iiberzeugen, gebrauchten wir mehrmals Alkohole wie Propyl- (0,45 u), 
Butyl- (0,075 u) und Amylalkohol. Die Konzentrationen der zugegebenen 
Alkohollésungen bestimmten wir hauptsichlich mittels der stalagmo- 
metrischen Methode. 

Alle kinetischen Versuche wurden im Thermostaten bei 25° oder 
37° ausgefiihrt. 


Resultate. 
I. System (Harnsiure-U, Urikase, metallose Kohle). 


A. Adsorption der U in Wasserlésung. Aus den 
Untersuchungen Zylbertals folgt, da die Harnsiure gut 
adsorbiert wird. Wegen der grofen Verschiedenheit des Ad- 
sorptionsgrades auf verschiedenen Priparaten haben wir vor 
Anfang des eigentlichen Experimentes denselben fiir einzelne 
Priparate bestimmt. Am stirksten adsorbierte das Kohle- 
priparat Mercks. Die Alkohole wirken eluierend, wobei ihr 
EinfluB den Oberflicheneigenschaften entspricht. So adsorbiert 
aus einer 0,45°/,, U-Loésung 0,2 g C (Merck, Medicinalis) 
76,6 °/, in Wasserlésung und 57°/, in einer 0,45 n-Propyl- 
alkohollésung. . 

B. Adsorption des Enzyms. Ebenso wie das von mir 
hergestellte Kohlenpraiparat adsorbierten auch andere die Uri- 
kase sehr intensiv. Die Adsorption ist in hohem Grade un- 
abhingig von der Reinheit des Priparates. Im allgemeinen 
ist dasselbe Kohlenpraiparat imstande, aus dem reinen Priaparat 
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mehr als aus dem Auszuge zu adsorbieren. Diese Erscheinung 
deuten wir auf die Weise, da bei reinen Praparaten die 
Kohle weniger Unreinigkeiten als bei unreinen adsorbiert, 
welche die Oberfliche von © einnehmen. Die Alkohole haben 
nur im unmerklichen Grade einen eluierenden EinfluB auf die 
adsorbierte Urikase. So zerlegt das Urikasepriparat 25 mg U 
vor dem Kohlezusatz, 2 mg nach der Adsorption durch 0,3 g C 
in Wasserlésung und 38 mg in Propylalkohol. 


C. Kinetik. Aktivitit der adsorbierten Urikase. 
Das Kohlepraiparat, welches adsorbierte Urikase  enthielt, 
wurde mehrmals durchgewaschen, um die nicht adsorbierte 
Urikase zu entfernen. Nach der Feststellung, daB das Praparat 
nur adsorbierte Urikase enthalt, wurde Harnsiure zugegeben. 
Wir iiberzeugten uns, daB diese Substanz die Urikase fast 
nicht eluiert. Trotzdem ist das Enzym aktiv. Zu diesen Ver- 
suchen eignet sich besonders die Granulakohle (Merck- oder 
Landesprodukt). 


Vergleichung der Urikasewirkung im Medium mit und 
ohne Adsorbens. Die Versuche, die mit Kohlepriparat ohne 
Metall ausgefiihrt wurden, in welchen die Konzentrationen der 
Urikase, der Kohle und der Harnsiure veriindert wurden, 
waren sehr kompliziert. 


Man bestimmte gleichzeitig den Zerfall der Harnsiiure im kohlen- 
losen Medium und in Gegenwart der Kohle. Im letzteren Falle wurde 
die Saure vor und nach der Elution mit Amylalkohol bestimmt. Die 
Durehfiihrung des Versuches war folgende: In die Lésung der Urikase 
wurde eine bestimmte Menge von Kohle gegeben (0,2, 0,4, 0,6 g usw.), 
d.h. wenigstens so viel, da8’ mehr als 90°/, Urikase adsorbiert war 
Dann wurde Harnsiiure zugegeben. Gleichzeitig wurde dieselbe Menge 
Siure in ein gleiches Volumen von Wasser mit Kohle gegeben. Ein 
Parallelversuch wurde mit Priparaten ohne Kohle ausgefiihrt. Zu jedem 
Versuch wurden 4 Portionen verwandt. Jn den zwei ersten wurde die 
Sdure nach dem Filtrieren und in den zwei nichsten nach Zugabe von 
Amylalkohol im Uberschu8 (5—10 cem auf 50 cem Lésung) nach 3—4- 
stiindlichem Schiitteln und nachherigem Filtrieren bestimmt. 


Bei den besprochenen Versuchen haben wir verglichen: 


1. Den Zerfall von U im Medium ohne C (Lisung von U 
in H,O-U-Lésung mit Urikase), 
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2. Den Zerfall im System mit C. Wir subtrahierten ihn 
von der U-Menge in Wasserlésung (H,O, C, U) von U, die 
sich in Lésung mit Urikase befand (Urikase, C, U). 

3. Den Zerfall nach Zugabe von Amylalkohol. Wir ver- 
fuhren hier wie beim zweiten Fall, jedoch mit dem Unterschiede, 
daB wir vor der Bestimmung Amylalkohol zugaben. 


Tabelle I. 


In Liésungen gefundene Harnsiiuremengen in Promille. 





Wasserlésung ohne C C enthaltende Lésung 
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0,41 | 0,02(5) 0,11 | 80,0 | 0,08(5)| ohne Elution 




















0,3 10,12 0,53 80 

oe 0,12 | 0,538 80 0,41[0,27 0,40 | 32,0 0,18 | nach __,, 
10,3 | 0,12 0,58 80 | 0,41 | 0,02(5) 0,18 | 82,0 | 0,01(5)| ohne __,, 
0,3 | 0,12 | 0,53 | 80 | 0,41]0,29 | 0,42 | 31,0 0,13 nach —,, 
0,2 | 0,42 0,60 27  0,1640,20 0,25 | 20,0 0,05 | ohne _,, 
10,2 0,42 0,60 27  0,1610,35 | 0,43] 19,0 0,08 | nach __,, 
0,41 0,42 0,60 27 0,16]0,16 | 0,20) 20,0) 0,04 | ohne _,, 
10,4] 0,42 0,60 27 0,16 |0,30 | 0,85} 14,0 0,05 | nach _,, 
0,6 | 0,42 0,60 27 0,1670,10 | 0,13 | 23,0 0,03 | ohne _,, 
0,6 | 0,42 0,60 27 0,16]0,30 | 0,33} 9,0/0,03 | nach _,, 





Die erhaltenen Resultate stimmen sehr gut iiberein (Tab. 1) 
und beweisen, daB in Priaparaten, in welchen beinahe die 
ganze Urikasemenge adsorbiert wurde, der Harnsiiurezerfal! 
um so kleiner ist, je mehr Siiure adsorbiert wurde. Die 
Adsorptions- und die Hemmungskurve decken sich. Sie stiitzen 
sich auf das Versuchsmaterial, in welchem die Prozente der 
adsorbierten Harnsiiure und dieselben der Zerfallsverminderung 
im Verhiltmis zur Wasserlésung bestimmt wurden (Tab. II). 


Die Prozente der Zerfallsverminderung wurden durch Subtraktion 
der Harnsiiuremenge in Milligramm, welche in Wasserlésung zerfiel, 
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von der Menge, die in Anwesevheit entsprechender Kohlenmenge nach 
der Elution mit Amylalkohol zerfiel, wobei dasselbe Kohlenpriiparat in 
derselben Temperatur und in denselben Sauerstoffverhiltnissen gebraucht 
wurde, bestimmt. Die Versuche ohne Elution weisen nach, daB in beiden 
Fiillen, wenn man den Zerfall der Harnsiiure in Lésung in Anwesenheit 
der Kohle mit denjenigen ohne Kohle vergleicht, die Harnsiiure pro- 
zentuell gleich zerfallen ist. Wenn wir statt der prozentuellen Be- 
stimmung die Menge der zerfallenen Harnsiiure in Milligramm  be- 
rechnen, so tiberzeugen wir uns, daB ohne Kohle viel mehr zerlegt wurde. 


Tabelle II. 


Harnsiiureadsorption und Hemmungsgrad des Harnsiiurezerfalls. 





Zugegebene Proz. der ae 
Kohlemenge adsorbierten 
in g ait Zerfallshemmung 

0,2 50,2 50,0 

0,4 63,9 65,4 

0,6 78,1 81,0 

0,5 85,0 83,9 

1,0 90,4 89,9 








Man kénnte einwenden, daB wir nicht wissen kiénnen, ob nur diese 
so unbedeutende Menge der Harnsiiure unter diesen Bedingungen zer- 
legt wurde. Es kann mdglich sein, daf die Unterschiede viel gréB8er 
sind, und zwar dab in Anwesenheit der Urikase die Harnsiiure eluiert 
und zerlegt war und daf so die kleinen Mengen in Systemen (U, C-Uri- 
kase) nicht nur von der Adsorption sondern auch vom Zerfall stammen. 

Um sich davon zu iiberzeugen, wurde die Elution der 
Siure mittels Amylalkohol ausgefiihrt. Die Resultate weisen 
unwiderlegbar nach, daf wir bei Anwendung stark wirkender 
Urikasepriparate in Kohlesystemen nach Elution ohne Aus- 
nahme viel gréBere Mengen Harnsiiure als in Systemen ohne 
Kohle finden. Diese Versuche beweisen unstreitbar, daB der 
Harnsiiurezerfall in Gegenwart von Kohlepraparaten ohne Hisen 
viel langsamer als in der Lésung, wo kein Adsorbens ist, ver- 
liuft, daB die Gegenwart von Kohle die Urikasewirkung weder 
vergréBert noch verkleinert und da8 nur die freie Harnsiure 
dem Zerfall unterliegt. 


Wirkung der Alkohole. Die Versuche iiber den EinfluB der 
Alkohole bekriiftigen vollkommen den obigen SchluB. Diese Substanzen 


_i ‘ 
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eluieren stark die Harnsiiure, wobei sie keinen eluierenden Einflu8 auf 


die Urikase haben. 
siiurezerfall. 


Alkohole wirken stark beschleunigend auf den Harn- 
Dies weisen die Vergleichsversuche iiber die Wirkung 


desselben Kohlepraparates in Wasserlésung (wie in Alkohollésung) vor 


und nach der Elution mittels Amylalkohol nach. 


Wir verglichen den 


Zerfall der Harnsiiure durch Bestimmung desselben in folgenden Lé- 
sungen: 
1. H,O-, U- und H,O, U, Urikase. 
2. H,O, U, C- und H,O, U, C, Urikase, vor und nach der Elution, 
3. Alkohole U und C und Alkohole C, U und Urikase (Tab. IID). 


Tabelle III. 


Alkoholwirkung auf den Harnsiiurezerfall in Lésungen mit C. — Alle 
Bestimmungen wurden nach (b) und vor (a) der Elution ausgefiihrt. 
‘Die mit * bezeichneten °/, wurden mittels Division der zerfallenen Harn- 
siiuremenge durch die urspriingliche Menge, d.h. durch 53 berechnet. 
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0.53 | 0,3 | 82,0 | 60,0 | 80,0 | 0,08 81,1 (0,150 | 79,8 0,144 a 
0,53 | 0,3 | 82,0 | 60,0 | 24,5* | 0,13 | 35,8* 0,190 | 36,0* 0,198 | b 
0.53 | 0,3 | 82,0 | 60,0 | 82,0 | 0,01 | 81,4 | 0,03(7) | 80,9 0,03(4) | a 
0,53 | 0,3 | 82,0 | 60,0 | 24,5* | 0,18 | 33,8*| 0,179 | 34,0* 0,180 | b 




















Alle diese Versuche erweisen iibereinstimmend, daB die 
Alkohole den Zerfall der Harnsiure desto intensiver beschleu- 
nigen, je stirker sie die adsorbierte Harnsiure eluieren. Ihre 
Wirkung beruht auf der Vermehrung der Harnsiuremenge in 
der Lésung.”*) 
Wenn wir die erhaltenen Versuchsresultate zusammen- 
stellen, konstatieren wir, daB das inaktive Adsorbens die Uri- 
kasewirkung nicht beschleunigt, sondern im Gegenteil durch 
Verminderung der Urikasekonzentration ihre Wirkung schwicht. 


*) GréBere Dosen hemmen die Urikaseaktivitiit. 
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II]. System (Urikase, Harnsiiure, eisenenthaltende Kohle’. 


A. Die Adsorption der Harnsiiure war bedeutend. Die 
Alkohole wirken stark eluierend ihnlich wie bei Kohlepriapa- 
raten ohne Hisen. Die Versuche wurden, um die Oxydation 
der Harnsiure durch die aktive Kohle zu vermeiden, teils bei 
der Temperatur 0° C, teils in sauerstofflosen Verhiltnissen 
ausgefiihrt. 

B. Urikaseadsorption. Auch in diesem Falle war sie 
bedeutend. Alles, was wir iiber Knzymadsorption auf eisen- 
losen Kohlepraparaten ausfiihrten, kann hier wiederholt werden. 

C. Kinetik. Aktivitit des adsorbierten Enzyms. 

Identisch ausgefiihrte Versuche wie mit der eisenlosen 
Kohle weisen nach, daB die adsorbierte Urikase aktiv ist. Zu 
diesen Versuchen gebrauchten wir entweder vorher gereinigte 
Urikasepraparate oder auch Ausziige von groBer Wirkunes- 
kraft, aber ausschlieBlich sehr aktive Knzympriaparate. Bei 
der Bestimmung des Harnsiurezerfalls unter dem EinfluB der 
adsorbierten Urikase muBten wir daran denken, daf die Harn- 
siiure auch durch die eisenenthaltende Kohle zerlegt wird. In 
den Proben 1) C, H,O, U und 2) C, U, H,O, Urikase, hatten wir 
im ersten Fall ein ausschlieBlich unter dem Einflu8 der Kohle, 
hingegen im zweiten sowohl durch die Kohle, als auch durch 
die Urikasewirkung entstandenen Zerfall. Wenn man un- 
gereinigte, schwache Urikasepriparate gebrauchte, konnte man 
leicht den Moment erfassen, in welchem die Zugabe der Prii- 
parate den Harnsiurezerfall statt zu beschleunigen, verzégerte. 

Um den Harnsiiurezerfall durch die Urikaseeinwirkung im homo- 
genen Medium mit demjenigen Medium, welches C-Fe enthielt, zu ver- 
gleichen, mu8te man die Versuche unter verschiedenen Verhiltnissen 
ausfiihren. So wurden einige Serien von Versuchen in sauerstoffhaltigem, 
andere in sauerstofflosem Medium ausgefiihrt. 

In folgenden Systemen beruhte der Versuch auf der Bestimmung 
der Siure vor und nach der Elution mit Amylalkohol. 

i. U, 30.. 

2. U, Urikase. 

8. a) U, H,O, Urikase, C-Fe im sauerstofflosen Medium. 

3) U, HO, C-Fe. 

4. U, H,O, C-Fe durch Erhitzen (10’ lange Erwirmung bis 70°) 

inaktivierte Urikase aus Rindsleber. 
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5. U, H,O, C-Fe, Urikase. Der Zweck der 4. Bestimmung war die 
Feststellung, in welehem Grad die Wirkung des C—Fe durch die Uri- 
kaseadsorption abgeschwicht wird. Offenbar unterliegt in diesen Ver- 
hiltnissen ein groBer Teil der Verunreinigungen von EiweiScharakter 
der Fillung. In gereinigten Urikasepriiparaten war diese Fallung un- 
merklich. 


Bei der Bestimmung des Harnséurezerfalles durch dic Urikase- 
wirkung wurde die Harnsiiuremenge in Probe 1 von derselben in Probe 2 
subtrahiert, weiter wurden auch die Proben 3 9), 5, 4—5 der Subtraktion 
unterzogen, Hingegen stellten wir zur Bestimmung des Harnsiurezerfalls 
unter dem EjinfluB des C-Fe die Resultate von den Serien 1—2, 32) 


at 
bis 39) und 38a)—4 zusammen. Die Summe des Zerfalls durch die Ein- 
wirkung der Urikase und C-Fe bestimmten wir aus 34), subtrahiert 
von 9. 


Uberall bestimmten wir die Harnsiure vor und nach der Elution. 
Der Versuch wurde im Erlenmeyerkolben, durch welchen der Sauerstoff 
vom Gasballon strémte, ausgefiihrt. 


Sauerstoffmedium. Wasserlésung. Die erhaltenen 
Resultate, die in der Tab. [V wiedergegeben sind, beweisen, 
daB die Summe des Harnsiurezerfalls in den Fillen, in welchen 
schwache Urikasekonzentrationen gebraucht wurden (sorgfaltig 
gereinigte Praiparate) und auch gréBere Mengen von Harnsiure 
zugegeben waren, gréBer als im System U, Urikase ohne Kohle 
ist. Uberall aber ist die Urikasewirkung allein als solche im 
System mit C—Fe viel schwicher. Der Zertall der Harn- 
siure im System C—Fe, Urikase ist eigentlich die Summe der 
Urikase- und C—Fe - Wirkung, welche vollkommen unabhingig 
voneinander arbeiten, wobei die Urikasewirkung von der freien 
Harnsiiure, hingegen die Kohlewirkung von der Menge der in 
der Zeiteinheit auf den oxydierenden Flachen adsorbierten 
Siure abhingt. Je weniger gereinigtes Urikasepriiparat zu 
den Versuchen gebraucht wurde, desto mehr beschrinkt sich 
die Kohlewirkung und die Wirkungssumme wird kleiner. Es 
ist uns niemals in diesen Verhiltnissen gelungen, die gegen- 
seitige Einwirkung beider Katalysatoren zu beobachten, mit 
anderen Worten, die eisenhaltige Kohle verstarkt in keiner 
Weise die Urikasewirkung. Sogar wenn man die Harnsiure, 
welche der Urikasewirkung durch die Adsorption entzogen 
ist, auBer acht laBt, haben wir niemals eine Aktivierung des 
Enzyms durch den Katalysator beobachtet. Beide Katalysatoren 
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wirken, wie wir das schon betont haben, ganz unabhingig von- 
einander. Die Anwesenheit des Hyperoxyds beschleunigt nicht 
den Séurezerfall unter dem EinfluB der Urikase. Dies tritt 
besonders bei Anwendung sehr aktiver Enzympriparate, be: 
welchen man nach 4—6 Stunden Bestimmungen vollfiihrte, 
hervor. Man stellte einen unmerklichen Zerfall unter dem 
C-—Fe-EinfluB fest. Bei Sauerstoffzutritt ist die Urikase ein 
vollkommen sich selbst ausreichendes System, welches sich mit 
anderen Sauerstoffquellen nicht aushilit. Ihre Wirkung ist 
eher begrenzt, was aus der Siureadsorption und aus der ver. 
minderten Siurekonzentration in Lésung folgt. 

Die Wirkung der Urikase allein ist sehr verkleinert. Sie 
ist um so kleiner, je gréBer der Prozentgehalt der adsorbierten 
Harnsiiure ist. Wir finden hier alle Erscheinungen, welche 
bei Gebrauch von nicht aktiven Priparaten Platz haben, wieder, 

Wenn wir jetzt die Summe der gegenseitigen Wirkung 
von Urikase in Lésung ohne Kohle und die C--Fe-Wirkung 
ohne Urikase mit gleichzeitiger Wirkung beider Faktoren 
(Kohle und Urikase) vergleichen, so bemerken wir im zweiten 
Fall immer eine gewisse Verkleinerung des Siurezerfalls. 


Wirkung der Alkohole. 


Wenn man den Saureinhalt in den beschriebenen Portionen 
verglich, nur mit dem Unterschied, daB man statt der Wasser- 
lésung Alkohollésungen (Propyl-, Butylalkohol) gebrauchte, 
stellte man folgendes fest (Tab. V): die Alkohole vergréBern 
die Urikasewirkung proportionell zur eluierten Siuremenge, 
verkleinern hingegen den Zerfall unter dem C-—Fe-Einflué. 
Daraus folgt, daB sogar in Gegenwart eines katalytischen Ad- 
sorbenten, eines Sauerstoffaktivators, immer dieselbe Erschei- 
nung hervortritt und zwar: die Struktur hemmt die Urikase- 
aktivitat und die Elution vergréBert sie. 





SauerstofflosesMedium. Wir stellen die Urikasewirkuny | 


in Gegenwart von C—Fe im Sauerstoffmedium fest und dan: 
gingen wir zu identischen Versuchen im sauerstofflosen Me- 
dium iiber. 





—— 
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Tabelle VY. 


EinfluB der Alkohole auf den Harnsiurezerfall in Systemen: C-Fe, U, 
H,O und C-Fe, U, Urikase. 





Lésung ohne Alkohol Lésung mit Alkohol 
Durch C-—Fe Durch Urikase Durch C-Fe | Durch Urikase 
(C-Fe, U, H,O) | (C-Fe, U, Uri- | (C-Fe, U, H,O) | (C—Fe, U, Uri- 
zerlegte Saure kase) zerlegte zerlegte Siure kase) zerlegte 
= Sdiure in °%, in °/, | Séure in °, 

82,3 16,7 60,1 24,5 

98,0 9,4 69,9 17,3 

46,0 | 36,7 35,6 39,1 

5,6 | 17,4 4,9 25,6 








Grundsitzlich wurden 2 Arten von Versuchen durchgefiihrt. Bei 
der ersten Art (Typ A) lieBen wir durch die Proben einen CO,-, H,- 
oder N-Strom hindurchgehen. Bei der Art B verfuhr man auf folgende 
Weise. Durch die Liésung mit Siiure oder mit Siure und Urikase lieB man 
H, oder N durch, jedoch das zweite Gas iiberwiegend. Das Geschirr 
wurde dicht verschlossen. Durch einen Waschkolben, welcher Wasser 
mit C-Fe enthielt, wurde Sauerstoff durchgelassen und auf diese Weise 
wurde C-Fe mit Sauerstoff gesiittigt. Zum Wasser mit Kohle wurde 
eine Siiureldsung mit oder ohne Urikase zugegeben. Beide Systeme 
wurden mit fliissigem Paraffin iibergossen, um den Sauerstoffzutritt zu 
verhindern. Auf diese Weise hatten wir zwei Modelle vor uns. Ein 
vollkommen sauerstoffloses Modell, das zweite ohne freien, aber mit 
aktivem Sauerstoff in der auf die Harnsiiure oxydierend wirkenden Form. 
Die beiden obigen Versuchsreihen, speziell die zweite, hatten den Zweck, 
zu entscheiden, ob im System, welches aktiven Sauerstoff und Urikase 
enthielt, und welches des freien Sauerstoffs beraubt war, das Ferment 
durch den an C-Fe gebundenen Sauerstoff wirken wiirde. 

Auf diesen Versuch legten wir groBes Gewicht. Wahrscheinlich 
verfiigt die Urikase in den Sauerstoffverhiiltnissen iiber notwendige Be- 
dingungen, um aus dem freien Sauerstoff Nutzen zu ziehen. Es handelte 
sich hier um eine Untersuchung, welche entscheiden soll, ob der 
Sauerstoff des idealen Warburgsmodells durch die Urikase verbraucht 
werden kann. 


Versuche bei vollkommenem Mangel an Sauerstoff. 

In diesen Versuchsbedingungen befindet sich noch ein 
Teil des Kisens in Form von Hyperoxyd, weshalb in den 
Systemen: U, C—Fe nur sehr kleine Siuremengen dem Zerfall 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVIII. 3 
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unterliegen. Ks ist selbstverstiindlich, daB alle mit Adsorption 
verbundenen Handlungen in niederer ‘l'emperatur (bei 0°) aus- 
gefiihrt wurden. Erst nach 4 Stunden wurden die Liésungen 
auf die Temperatur von 387° C gebracht, nach 15 Minuten 
wurde eluiert und unmittelbar nachher wurde die Harnsiure- 
menge bestimmt. Identische Bestimmungen wurden fiir gleiche 
Siuremengen nach 2—4—12 Stunden durchgefiihrt. Die Zu- 
gabe der Urikase beschleunigte in diesem Fall keineswegs den 
Harnsiurezerfall. Wenn z. B, bei einem Versuche der Harn- 
siurezerfall 3 Stunden dauerte, und man nachher sogar sehr 
starke Urikasepriparate (nach 11/, Stunden) zugab, rief dies 
keinen gréBeren Zerfall hervor als in urikaselosen Verhiiltnissen. 
Man kann im Gegenteil immer eine gewisse Zerfallshemmung 
bei Anwendung sogar sehr starker Enzympriparate beob- 
achten. 

Typ B. Wenn wir sehr aktive, vorher mit Sauerstoff ge- 
siittige C—Fe-Priparate anwandten, beobachteten wir ein voll- 
kommen identisches Bild. Auch hier vergréferte eine Uri- 
kasezugabe die C—Fe-Wirkung gar nicht, sondern im Gegen- 
teil — sie wirkte hemmend auf sie. Je reiner die Urikase- 
priiparate, desto schwacher ihre Hemmungsfahigkeit (Tabelle V1) 
(Urikase, U, C-Fe und C—Fe, U). 


Tabelle VI. 


Harnsiiurezerfall durch Systeme in mg. 











Harasiiuremenge Zugegebene Zerlegte Harnsiiuremenge 
am Anfang des Kohlenmenge | — ; — 
Versuches in °/) in g C-Fe, Urikase, U C-Fe, H,O, U 
0,50 0,5 0,13 0,17 
0,75 0,6 0,19 0,22 
0,75 0,6 0,25 0,26 
0,25 0,3 0,06 0,07 








Den obigen Versuch erkliiren wir uns durch die Unab- 
hingigkeit des Systems C—Fe in der Harnsiiureoxydation. Aut 
Grund der bis jetzt ausgefiihrten Versuche kann man noch 
nicht sicher behaupten, ob die Urikase nicht imstande wiire, 
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aus dem Sauerstoff von der Form eines Fe-Hyperoxyds Nutzen 
zu ziehen. Wenn wir uns ein System (U, C—Fe, Urikase), in 
welchem die Eisenverbindung eine einzige Sauerstoffquelle 
bildet, vorstellen, so kénnten wir die Existenz eines Kampfes 
zwischen Urikase und U um den Sauerstoff annehmen. Ks 
ist méglich, daB die Urikase allein oder in Verbindung mit 
der Harnsiure dem C—Fe den Sauerstoff abnimmt. In anderen 
Verhiltnissen oxydierte die Urikase die Séure nicht schneller 
als C—Fe allein. Diese Tatsache scheint uns besonders wichtig 
zu sein. 

System: C—Fe, starkwirkendes Urikasepriparat, U 
und sehr schwacher Sauerstoffzutritt. Dieser Versuch 
unterscheidet sich von den vorigen durch die schwache Sauer- 
stoffzufubr. Der Gehalt des freien Sauerstofis war in diesem 
Fall sehr gering. Diese Versuche haben bewiesen, daB es zu 
keiner VergréBerung der Urikasewirkung kommt. Der Zerfall 
unter der EKinwirkung entweder der Urikase oder auch des 
C—Fe war stiirker, wenn beide Katalysatoren separat wirkten, 
hingegen schwicher, wenn sie gemeinsam titig waren. Die 
Aktivitit der Urikase war stirker, falls sie im System allein 
war, als wenn sie mit C—Fe gemeinsam im System wirkte. 

Aus diesen T'atsachen folgt, daB im System, in welchem 
die Sauerstoffverhiltnisse denen iihnlich sind, die in Zellen 
herrschen, wo der Partialdruck des freien Sauerstofis unbedeu- 
tend ist, die Urikasewirkung durch die C—Fe-Zugabe nicht 
beschleunigt wird. Die Anwesenheit der Urikase erhéht nicht 
die C—Fe-Wirkung. Mit Riicksicht auf die von Warburg 
nachgewiesene spezifische Wirkung der Kohlepriiparate bei der 
Oxydation der organischen Verbindungen und auf die oft un- 
bedingte Gegenwart von Hilfsmitteln (wie z. B. von phosphor- 
sauren Salzen) kann man aus unseren Versuchen im vorn- 
hinein nicht behaupten, ob im lebenden Organismus ein System 
von Aktivatoren, welche den Harnsiiurezerfall unter dem Uni- 
kaseeinfluB beschleunigen, nicht vorkommt. Vorliiufig scheint 
dies wenig wahrscheinlich zu sein. Alles spricht fir die 
SchluBfolgerung, daB die Urikase selbst ein Komplex isi, der 
den Sauerstoff in die aktive Form umwandelt. Auf Grund 
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unserer Forschungen kénnen wir nicht beurteilen, ob die Uri- 
kase nicht imstande wire, den O, von anderen Verbindungen, 
die leicht O, abgeben, abzunehmen oder H, den Acceptoren 
abzugeben. 


Ill. System. (Urikase, Harnsiure, EiweiB.) 
1. Geronnenes Eiweif’. 

A. Adsorption der Harnsiure. Die Adsorption wurde 
auf gewOhnliche Weise untersucht und wir konstatierten, dai 
nur kleine Siuremengen adsorbiert werden, 6—18°/,. Und so 
adsorbiert aus 100 ccm 0,5°/,, U-Lésung 10g koaguliertes 
KiweiB im Durchschnitt 9,5°/, und statt in 20 g 16,1°/,. Alko- | 
hole haben einen eluierenden EinfluB. Man kann Praparate 
erhalten, die nur 1—2°/, Saéure adsorbieren. 

B. Adsorption der Urikase. Sie ist ziemlich bedeu- 
tend. Ks ist leicht, Praparate zu erhalten, welche beinahe die 
ganze Urikasemenge adsorbieren. 

C. Kinetik. Man kann durch lingeres Durchwaschen 
der adsorbierten Urikase nachweisen, da® das Enzym in dieser 
Form aktiv ist. Die Leistungsfihigkeit der Urikasewirkung 
ist in Gegenwart des KiweiBes im Vergleich zur Wasserlésung 
nur wenig abgeschwiicht. Der Unterschied betrigt kaum 4 bis 
9°/, (Tabelle VID). 

Tabelle VIL. 


EiweiBeinflub auf die Urikasewirkung. Gesamtvolumen 100 cem. 











Gefundene Harnsiiuremenge in °/, nach 
Lugegebene Eiweib- 12 Stunden in O, 
sonia menge | Wasser. Bei Anwesenheit von EiweiB in den 
Eiweib = Wasser Propylalkoh. Butylalkoho! 
0,6 10 0,22 | 0,26 | 0,22 0,21 
0,6 15 022 | 025 | O21 | ot 
0.3 10 011 | 013 | 010 | 0,10 








Wirkung der Alkohole. Wenn man die Alkohol- 
wirkung in Wasserlésung und in Lésung mit EiweiB ver- 
gleicht, bemerkt man im letzten Falle eine schwache Zerfalls- 





en 
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vergréBerung, welche man durch die Elution der adsorbierten 
Harnséure erkliren kann. Dieser Zuwachs betrigt im Maxi- 
mum 7—8 °/). 

2. Eiwei8 in Liésung. 

Bei der Untersuchung der Kinetik der Urikasewirkung in 
Kiweiblésung bekommt man ein ihnliches Bild wie das obige. 
Die Unterschiede im Vergleich zur Wasserlisung betragen 
kaum 3—5°/,. 

Auch hier vergréfern die Alkohole die Urikasewirkung 
nur in sehr kleinem MaBe (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 


EiweiBeinfluB auf die Urikasewirkung. Gesamtvolumen 100 cem. 














Zugegebene|] yp. . xefundene U nach 12 Stunden 
sat ele Eiweib- in O,, in °/, _ 
Harnsiiure- SENS... 2 tl... Differenz 
menge |- ans ieee aia 
menge in g Loésung mit Lésung ohne Mm “/o 
: 0 a . “ . 
in °/, Eiwei’ EiweiB 
0,6 15 0,240 230 4,3 
0,6 20 0,257 0,230 10,9 
Zusammenfassung. 


Die Analyse der Urikasewirkung im homogenen Medium, 
sowie in Anwesenheit von Adsorbenten, die ein mehrphasiges 
System bilden, gab folgende Resultate: 

1, Kin neutraler, auf die Substanz nicht wirkender, die 
Harnsiiure und Urikase adsorbierender Adsorbent (Kohle ohne 
Metall) hemmt durch die Verminderung der Harnsiiurekonzen- 
tration die Urikasewirkung. Propyl- und Butylalkohol, die 
nur auf die adsorbierte Harnsiiure, nicht aber auf das adsor- 
bierte Enzym eluierend wirken, beschleunigen den Harnsiiure- 
zerfall durch die Zunahme der Harnsiiurekonzentration. 

2. Hin aktiver, die Harnsiiure bei Anwesenheit von O, 
zerlegender Adsorbent (eisenhaltige Tierkohle), verhiilt sich 
dhnlich. Die Summe des Harnsiurezerfalls im System: C—Fe, 
U, Urikase, ist gré®er als im System: U, Urikase. Die Uri- 
kasewirkung allein ist im System mit C~Fe schwicher als im 
homogenen Medium. 


ie A 
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Der Harnsiiurezerfall im System C—Fe, U, Urikase setzt 
sich aus der Urikase- und C—Fe-Wirkung zusammen. Beide 
Katalysen verlaufen vollkommen unabhingig voneinander, 
wobei die Urikasewirkung von der Harnsiurekonzentration, 
hingegen die C—Fe-Wirkung von der auf den oxydierenden 
Oberflichen adsorbierten Harnsiiuremenge abhingt. 

Ahnliche Verhiltnisse wurden bei verschiedenen Sauer- 
stoffkonzentrationen beobachtet. 

Die Alkohole beschleunigen im System mit C—Fe durch 
ihre eluierende Kigenschaft die Urikasewirkung, hingegen ver- 
zigern sie den Harnsiiurezerfall unter C—Fe-KontakteinfluB. | 

3. Kin fast ausschlieBlich nur das Knzym, das Substrat | 
aber wenig (6°/,) adsorbierender Adsorbent (geronnenes Kiweib) 
hemmt nur in kleinem Mafe die Urikasewirkung (um 4—9°/ ). 

4, Dasselbe Adsorbent in Lésung (geléstes Hiihnereiweif) 
hemmt noch weniger (83—5°/,) den Harnsiiurezerfall. 
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Enzyme und Biokatalysatoren bei Anpassung’ und 
Vererbung.’) 


I. Beeinflussung einer Hefe durch Vorbehandlung in 
Fe-haltigen Nahrlosungen. 
Von 
Hans y. Euler und Ester Eriksson. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1928.) 


Die quantitative Verinderung arteigener Enzyme durch 
kurzdauernde Vorbehandlung hat sich an Hefen und anderen 
Pilzen in einigen Fiillen nicht nur durchfiihren, sondern auch 
reproduzierbar gestalten lassen”), wogegen iiber die Méglich- 
keiten der qualitativen Veriinderung von Knzymen und iiber 
die Neubildung artfremder Enzyme bis jetzt nur wenig be- 
kannt ist. Als gelegentlich einer diesbeziiglichen Untersuchung 
die Beobachtung gemacht wurde, daf bei gewisser Vorbehand- 
lung in Mucor mucedo Amylase auftritt*), wurde gleich hervor- 
gehoben, daB die Entscheidung, ob in solchen Fiillen ein art- 
fremdes Knzym aufgetreten oder ein arteigenes aktiviert worden 

1) Ein Teil der hier besprochenen Ergebnisse wurde im Auszug 
gelegentlich eines Vortrages mitgeteilt, welehen der eine yon uns im 
Dezember 1927 auf Einladung der Math.-naturwissenschaftlichen Fakultiit 
der Universitit Hamburg gehalten hat. 

*) Die friiheren Arbeiten aus diesem Institut iiber Enzymbildung 
bei Vorbehandlungen yon Mikroorganismen, Biochem. Zs. Bd. 85, S. 406 
(1918); Fermentf. Bd. 2—7 (1918/20); Zs. Biol, Bd. 69, S. 349 (1918). 
Neuere bemerkenswerte Ergebnisse iiber Saccharasebildung verdankt 
man Willstitter, Lowry jr. u. Schneider, Diese Zs. Bd. 146, 8. 158 
(1925). Siehe ferner Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 120, S. 42 
(1922), sowie Z. Kertész, Fermentf. Bd. 9, S. 300 (1928) und Dissert. 
Budapest 1927. 

5) Euler, Zs. f. Elektroch. Bd. 24, S. 173 (1918). 
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ist, auf Schwierigkeiten st6Bt. Da vermutet werden kann, dab 
die bis jetzt ausgefiihrten Anpassungsperioden bei weitem zu 
kurz waren, werden in diesem Laboratorium Versuche an- 
gestellt, welche sich tiber erhebliche lingere Zeitriume (mehrere 
Jahre) erstrecken sollen. 

Bei unseren neueren Studien iiber quantitative Verinde- 
rungen des Gehaltes arteigener Enzyme und Biokatalysatoren 
ist zu den rein chemischen Zielen noch ein biologisches ge- 
treten, niimlich die Feststellung der Verteilung typischer 
Knzyme und Biokatalysatoren in solchen Fallen, in welchen 
die Mendelsche Regel Anwendung finden kann. Hierzu eignen 
sich zunichst die verhiltnismiBig leicht bestimmbaren hydro- 
lytischen Enzyme wie Saccharase und Di-peptidase, ferner aber 
auch Hormone und Biokatalysatoren, darunter die Gruppe der 
hiiminartigen Oxydationskatalysatoren und der von Hans Fi- 
scher, W. Kiister und O. Schumm untersuchten Porphyrine. 

Vor einiger Zeit wurden in diesem Institut orientierende 
Versuche angestellt iiber die Beziehungen des Cytochromgehaltes 
der Hefe zu ihrem EKisengehalt') und an diesem Punkt kniipfen 
die hier mitzuteilenden Versuche an. 

Wir haben es fiir notwenig gehalten, unsere Kenntnisse 
iiber die BeeinfluBbarkeit der Hefe durch Eisensalze auf eine 
breitere Basis zu stellen und haben deshalb die Untersuchung 
damit begonnen, die chemische Zusammensetzung der Hefe, 
insbesondere ihren Eiweifgehalt nach Vorbehandlung mit EKisen- 
salzen, zu untersuchen. In dieser Hinsicht schlieBen sich unsere 
Versuche denen von Euler und Fink?) an, deren Methodik 
auch durchweg beniitzt wurde. 


Versuche, 

Unsere Versuche betreffen Oberhefe R in normalem Zu- 
stand und nach Vorbehandlung mit eisenhaltigen Nihrlésungen, 
und zwar wurde bestimmt: 

1. Stickstoffgehalt, niimlich Total-N, Amino-N, Peptid-N 
und durch Berechnung Ring-N. 


') Diese Zs. Bd. 164, S. 69 (1927); a. a. O. Bd. 169, S. 10 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 157, S. 222 (1926). 


| 
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2. Die Atmung bzw. der Sauerstoffverbrauch, im AnschluB 


daran 
8. die Reduktion von Methylenblau im Thunbergschen 


Apparat. 
4. Die Girfahigkeit der vorbehandelten frischen und ge- 
trockneten Hefe. 


Bemerkungen zur Methodik. 
1, Analytische Methoden. 


Indem wir wegen aller Einzelheiten auf Diese Zs. Bd. 157 verweisen, 
sei nur das Prinzip der Methoden erwiahnt: 

Total-N, Mikromethode nach Kjeldahl. 

Amino-N nach van Slyke. 

Peptid-N durch Differenz des Amino-N vor und nach der Hydro- 
lyse. Zur Hydrolyse werden 25 cem Hefensuspension bei 15° mit gas- 
formiger HCl gesittigt und mit RiickfluB 6 Stunden gekocht. Uberschu8 
von HC] im Vakuum verjagt, neutralisiert und nach yan Slyke bestimmt. 

Fe. Nach Lachs-Friedenthal, Biochem. Zs. Bd. 32, 8S. 130 
(1911). Die organische Substanz wird verbrannt, der Riickstand in 
1eem 6n-HCl gelést. Zusatz von 1 cem gesittigter KSCN-Lésung und 
Ausschiitteln mit 1 cem Ather. Der Extrakt wird mit Standardlésungen 
verglichen, deren Gehalt yon 10~* bis 197° g steigt. 

2. Bestimmung der Girfahigkeit. 


1) 


Siimtliche Messungen wurden im Mikrogirapparat von Myrbick’) 
ausgefiihrt. Totalvolumen der Girlésung: 3 eem. In jedem Versuch 
0,1 g frische Hefe (Trockengew. 30°). Rohrzuckerkonzentration in der 
Girlésung: 3,3°). 


38. Methylenblaureduktion. 


Methodik nach Thunberg-Ahlgren. Mb-Konzentration: 0,5 Liter 
Oberschu8 von Co-Zymase wurde erreicht durch Zusatz einer Lésung, 
welche aus Hefenkochsaft durch Dialyse und einmalige Bleifillung ge- 
reinigt worden war. 

Pufferlésung: 0,3 mol. Co-Mischung von KH,PO, + Na,HPQ,, 
Puo= 7.03. 

Das als Donator zugesetzte Zymophosphat war aus Candiolin her- 
cestellt. 


nnn 


1) Vel. Grafes Grundlinien, Bd. 1 u. 2, 8. 833 (1927); Ahlgren, 
Abderhaldens Handbuch, Abt. LV, Teil 1, S. 671. — Ferner Skand. Arch. 
f. Physiol. 1925, Suppl. 
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4, Atmungsversuche. (Sauerstofiverbrauch.) 


Die Messungen wurden in dem von S. Steffenburg modifizierten 
Barcroft-Warburg-Apparat ausgefiihrt. Die GefiBe, welche dic 
Hefensuspension aufnahmen, hatten flache Form. 

Im inneren Zylinder C befand sich festes Kaliumhydroxyd (an- 
gefeuchtet) zur Absorption der gebildeten Kohlensiiure. In den 6 Absorp- 
tionsbiiretten wurden in Intervallen von 10 Minuten die volumetrischen 
Ablesungen vorgenommen. Es ist ein Vorzug des Steffenburg-Appa- 
rates, daB die Ablesungen wihrend des Schiittelns der GefifSe ge- 
macht werden kénnen. 

Die Sperrfliissigkeit in den Absorptionsbiiretten enthielt in 100 cem 
1g NaF und 1g Glykocholat und war mit NaOH auf etwa py, = 9 


gebracht, 
Vorversuche. 


a) Ausgangshefe. 


1. 1g Trockenhefe (74,3°/, Trockengewicht) suspendiert in 100 cem 
H,O; in 1 eem wird Total-N bestimmt. 

2. 5g derselben Hefe werden auf 100 ecm H,O suspendiert; in 
2eem wird Amino-N bestimmt. 

3. In 25 cem der letzteren Suspension wird Peptid-N bestimmt. 


Vorversuch I. 


Mit der so charakterisierten Ausgangshefe werden Girungsversuche 


angestellt. 
5 Tage ohne Fe-Zusatz 5 Tage mit FePO, 
20 ¢ Hefe 20 g Hefe 
5 g Rohrzucker 5 g Rohrzucker 
1 Liter Wiirze 1 Liter Wiirze 


1 g Ferriphosphat 
In der Ausgangshefe, sowie in der mit und ohne Fe vorbehandelten 
Hefe wurde das Total-N, Amino-N und Peptid-N bestimmt. 


In 20 g¢ Hefe mit 70°/, Trockengewicht. 

















5 Tage Vor- 5 Tage Vor- 

a) Ausgangshefe behandlung behandlung 

Stickstoff ohne Fe mit FePO, 

mg "lo mg "lo mg | te 

Total-N. .. 353 100 430 100 362 100 
Amino-N . . 51 | 14,25 54 | 12,55 51 14,1 

Peptid-N . . _ wens 217 | 50,45 _ ne 

Rimg-N. . . — | — 159 37,00 -- -- 

















EOE EE eee 








n 
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Vorversuch II. 


Alle Bestimmungen wie im Versuch I; auferdem wurde auch der 
Eisengehalt der Hefe, die Girungsgeschwindigkeit und der totale Hefen- 
zuwachs bestimmt. 


I. Il. 
20 g Hefe 20 g Hefe 
5 g Rohrzucker 5 g Rohrzucker 
1 Liter Wiirze 1 Liter Wiirze 


1 g Ferriphosphat 


Resultat nach 5tigiger Giirung auf 20 g mit 70°/, Trockengewicht. 


In 20 g Hefe mit 70°/, Trockengewicht. 














hath behandlung behandlung 
Priifung auf ohne Fe mit FePO, 
mg . mg | ° mg | 9 
5 | iO "oO 9 5 f 
Total-N .....] 512 | — 498 — 389 | — 
Amino-N . 2 6s 4 45 | 88 36 7,3 86 | 9,2 
Pople 2 cs & 192 | 37,5 184 36,9 182 | 46,8 
EE “ies A) a 275 | 53,7 278 | 55,8 171 44,0 
Kisengehalt . . . . 0,9 mg 0,8 mg (28,8 mg) 
Girungsgeschwindigk. | 5,3 eem CO,/St. | 6,2 eem CO,/St. | 5,6 cem CO,/St. 
Totalzuwachs der Hefe ae 19,8 g 19,8 ¢ 


Das in den Hefepriiparaten gefundene Kisen ist nicht nur 
von den Zellen assimiliertes Eisen, sondern ist an und in den in 
der Lésung suspendierten Zellen adsorbiert. Der Eisengehalt 
der Ausgangshefe wurde auffallend klein gefunden (0,045 mg 
Fe per Gramm frischer Hefe). 

Aus verschiedenen Griinden sind wir bei den definitiven 
Versuchen zur Vorbehandlung mit Ferrosalz (Ferrosulfat-) iiber- 
gegangen. 


Versuche. 


Versuch III. 


Bestimmungen analog denjenigen des vorigen Versuches, 
aber Kisenzusatz nunmehr in Form yon Ferrosulfat. 
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I. 
40 g Hefe 


10 g Rohrzucker 
11/, Liter Wiirze 


II. 
40 ¢ Hefe 





10 g Rohrzucker 
1'/, Liter Wiirze 
3 g Ferrosulfat 


Resultat nach 5tigiger Girung, umgerechnet auf 20 g mit 70°/, 


Trockengewicht. 


In 20 g Hefe mit 70°/, Trockengewicht. 





Prifung auf 





Total-N 

Amino-N . 

Peptid-N . 

Ring-N 

Kisengehalt . 
Girungsgeschwindigk. 


Totalzuwachs der Hefe 





5 Tage Vor- 





Ausgangs- 
hefe behandlung 
ohne Fe 
mg | "lo mg °/o 
599 | = 552 _ 
62,4 10,4 57,4 10,4 
209,6 | 35,0 196,7 | 35,6 
| 
327 54,6 297,9 | 54,0 
1,20 mg 1,38 mg 


5,4 ecm CO,/St. 





4,5 cem CO,/St. 


16,25 g 


Methylenblaureduktion. 


Methodik vgl. S. 41. 
Die zu diesen Versuchen angewandte Trockenhefe war dargestellt 
aus der 5 Tage mit und ohne Fe vorbehandelten Hefe (10 mg per 


0,5 ccm). 


Hefe nach 5tigiger Vorbehandlung. 


~ 


5 Tage Vor- 
behandlung 
mit FeSO, 











mg "lo 
720 — 
59,6 8,3 
194,7 | 27,0 
465,7 | 64,7 
0,14 mg 
5,4 eem CO,/St. 
16,55 g 





0,5 cem Mb + 0,5 eem Puffer + 0,5 ecm 


Suspension 


+ 0,5 eem Co-Zymaselésung 


Entfiirbungszeit (Min.) 


Vorbehandl. | Vorhehandl. 
mit FeSO, ohne FeSO, 





Zymophosphatlésung . 


+ 0,5 eem Co-Zymaselésun 


Wasser 


+ 0,5 eem Zymophosphatlésung + 0,5 cem 


Wasser 
+ 1ceem Wasser . 


Or 
6 





+ 0,5 cem 


+ 0,5 cem 





4220 


430 4380 


18 18 


1590 1540 


_ 1060 
| 4800 


Aus dem Versuch geht also hervor, da8 die mit Fe vor- 
behandelte Hefe langsamer entfirbt als diejenige, welche ohne 





ne 
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Fe-Zusatz vorbehandelt wurde. — Bei den Mb-Versuchen kam 
ausgewaschene T'rockenhefe zur Anwendung. 


Versuch IV. 


Dieser Versuch wurde viel weiter ausgedehnt als der vor- 
hergehende; die Vorbehandlung in der eisenhaltigen und eisen- 
freien Lésung wurde naimlich 4mal wiederholt. Nachdem also 
die Hefe in jeder der beschriebenen Lésungen sich unter Ver- 
girung des darin enthaltenen Zuckers entwickelt hatte, wurde 
die Hefe in einer groBen Leune-Zentrifuge quantitativ ab- 
zentrifugiert und das Zentrifugat gewogen. In kleinen 'Teilen 
des Zentrifugats wurde das Trockengewicht, der N-Gehalt, der 
Fe-Gehalt, die Garfahigkeit und die Sauerstoffzehrung unter- 
sucht. 

Der Hauptteil (der 5 Tage vorbehandelten) Hefe wurde in 
frischer Nihrlésung, welche die gleiche Zusammensetzung (teils 
mit, teils ohne Fe) wie friiher hatte, suspendiert, und hierauf 
weitere 5 Tage vorbehandelt. 

Dies wurde noch 4mal wiederholt, so da& also zur Unter- 
suchung im ganzen 11 Hefen vorlagen, niimlich: 


Ausgangshefe LV a. 
Vorbehandlung 5 'l'age Hefe IV, 5 Fe und HefelV, 50 


~ San . , ie -« _. IV, 
, 2. , —s. . oe. 
~ ee, . IV,20, ,, , IV, 20,, 
oo ees, ,§ wa. « » IV, 25 ,, 


Bei jeder Vorbehandlung hatte die Girlésung folgende 
Zusammensetzung: 


Lésungen IV Fe Lésungen [VY O 
40¢ Hefe 40 ¢ Hefe 
10 g Rohrzucker 10 g Rohrzucker 
1500 cem Wasser 1500 ecm Wasser 


3g Ferrosulfat 


Hefenzuwachs. 
40 ¢ Hefe IV, 5 O (=10 g Trockenhefe) wiichst auf 25,7 g Trockengew. 
Zunahme 15,7 g. 
» IV, 5 Fe(=10¢ is ) . ,, 21,5 g Trockengew. 
Zunahme 17,5 g. 


40 g 





(aa 
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Girfihigkeit. 

Methodik vgl. 8. 41. 

Jeder Girversuch erstreckte sich auf 3—4 Stunden. Wir 
geben, der Raumersparnis wegen, die EKinzelbeobachtungen 
nicht an, sondern nur die daraus berechneten Mengen CO, per 
Stunde. 


Zusammensetzung der Suspension: 0,1 g frische Hefe (30°/, Trocken- 
gewicht) in 2 cem + 1 cem 10°/,ige Rohrzuckerlosung. 


Eisenfreie Ausgangshefe . . . . . . . 5 eem CO,/Stunde 
Mit Fe 5 Tage vorbeh. Hefe IV, 5 Fe 4,5 ,, r 
. « ao, ms , =e 2. m 
» ww eS Sy * ys ey £2 x o 
, o =e . a , ve. 2. 
, -«— ea | a » IV, 25 ., miBgliickt 


Kisengehalt der Hefe. 
Methodik vgl. S. 41. Die Werte beziehen sich aut 
frische, abgepreBte Hefe und sind auf einen Wassergehalt vou 
70°/, interpoliert. 


Ausgangshefe . - « © « © « « « 20g enthalten 1,21 mg Fe 
Kisenfrei vorbehandelte Hefe 1V, 5 O 20¢ " 1.38 
Mit Fe 5 Tage vorbeh. ,, IV, 5 Fe 20¢ s 5,13 
a E , IV, 10 , 20g . 5,98 
« 9 GES : , 1V,20 ., 20g , 8,12 
» yy XD, R » 1V, 25, 2¢ » eee 


Reduktion von Methylenblau. 


Methodik vgl. 8S. 41. Jede der im vorstehenden mit 1V 
bezeichneten Hefen wurde in T'rockenhefe verwandelt und in 
diesem Zustand auf ihre Reduktionsfihigkeit gegeniiber Mb 
untersucht, und zwar wurden je 2 Parallelversuche angestellt. 

Stets Zusatz von Co-Zymase und Zymophosphat. 

Zusammensetzung der Lésung: 10 mg Hefe + 0,5 eem Co-Zymase- 
lésung + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Mb-Losung. 

Hefe  Ausgangsh. 1V,5Fe IV,50 IV,15Fe IV,20Fe IV, 75k 


Entfiirb.-Zeit 
10 


Minuten 10 11 15 28 333) 


1) Kin bei der Vorbehandlung 25 ‘Tage gefundener Wert, 40 Min., 
ist auffallend, wurde aber bei einer Wiederholung des Versuchs wieder- 
gefunden, 


, 
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Es ergibt sich also aus dieser Zusammenstellung, dab die 
Entfarbungsgeschwindigkeit gegen Methylenblau mit steigendem 
Kisengehalt der Hefe abnimmt. 


Sauerstoffverbrauch. 

Zusammensetzung der Reaktionsmischung: 

0,5 g Hefe (trocken) 5 ccm Co-Zymaselésung 
5 cem Putferlésung 6 ccm Wasser 

Hiervon in jedem GefaB 1 cem. 

Folgende Mittelwerte wurden fiir den Sauerstoffverbrauch 
erhalten: 

Hefe Ausg.-H. IV,5Fe 1V,50 IV,13Fe IV,20Fe IV, 25 
mm* O,/15 Min. 63 63 61 53 22 16 
Versuchsreihe V. 

Im Anschlu8 an die in Tab. 2 8S. 49 zusammengestellten 
Ergebnisse an Hefen mit anormal erhéhtem Fe-Gehalt wurden 
auch Versuche angestellt, in welchen Fe mit S bzw. mit H,S, 
Cystin und Thiomilchséure gebunden wurde. 

a) 20 g frische Oberhefe giirt 1 Stunde in 400 ccm 2° ,- 
iger Rohrzuckerlésung. Hieraut Zusatz einer S-Suspension ent- 
sprechend einer Totalmenge von 0,5 g S in 100 ccm Hefen- 
suspension. Weiterer Zusatz von 50 cem 20° ,iger Rohrzucker- 
lésung und 20°/,ige Giirdauer. Aus der Hefe wird ein Trocken- 
praparat, Va hergestellt und durch Auswaschen von Co-Zymase 
befreit. 

b) 20 g frische Oberhefe giirt 1 Stunde in 400 cem 2°, 
iger Rokrzuckerlisung. Hierauf Sittigung der Hefensuspension 
mit H,S wahrend 5 Minuten. Das in gewdhnlicher Weise 
hergestellte Trockenpriiparat Vb wird ausgewaschen. 

c) Wie a); 0,5 g Thiomilchsiure. 

Mb-Reduktion unter den gleichen Bedingungen wie in 
Versuchsreihe LY. 


Trockenhefe Ausgangsh. Va Vb Ve 
Entfiirbungszeit in Min. 10 10 11 8 


Das Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit friiheren Be- 
funden, daB die Kohlenhydratredoxase von Blausiiure nur 
Wenig beeintluBt wird.) 





*) Diese Zs. Bd. 169, 8.123 (1927); Ergeb. d. Physiol. Bd. 26, 8.565 (1928). 
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Was zuniichst die Art der Stickstoffbindung in den ver- 
schiedenen Hefen betrifft, so kénnen wir unsere Werte mit 
denen von Kuler und Fink angegebenen vergleichen. 

Driicken wir Amino-N, Peptid-N und Ring-N in Prozent 
des Total-N aus, so finden wir bei den Ausgangshefen und 
bei den ohne Fe-Zusatz vorbehandelten Hefen folgende Werte: 


Zusammenfassende Tabelle 1. 








Vorbehand- | Amino-N|Peptid-N| Ring-N | 
lung lo "lo "lo 
K. Eriksson, Vorversuch I | Ausgangshefe]| 14,25 — ~- 
5 Tage 12,55 50,45 37,0 
m . II | Ausgangshefe 8,8 37,5 53,7 
5 Tage 7,3 36,9 55,8 
” Versuch III | Ausgangshefe 10,4 35,0 54,6 
5 Tage 10,4 35,6 54,0 
E. u. Fink re 2 |Ausgangshefe| 14,4 ~- — 
2 Tage 12,4 sis -_ 
ms 5 | Ausgangshefe| 18,6 40,0 41,4 
2 Tage, starke 
Liiftung 15,7 28,0 56,3 
, , ™%—8 | Ausgangshefe} 13,9 42,7 43,4 
Liiftung 21,2 87.5 41,3 
Ohne Liiftung} 20,7 41,5 37,8 














Man ersieht aus der Tabelle, wie starken Schwankungen 
der Stickstoff in der gleichen Hefe (Oberhefe R) nach ver- 
schiedener Vorbehandlung unterworfen ist. An diesen Schwan- 
kungen ist die Veriinderlichkeit der Zusammensetzung der 
eigentlichen Proteine und des Verhaltnisses von Pro- 
teinen zu Nucleinsiuren und Nucleinsiurederivaten (Nucleo- 
tiden, Nucleosiden) beteiligt. Z. T. handelt es sich hier aber 
auch um die Bildung von Pyrrolringen, also besonders um 
den Ubergang aliphatischen Stickstoffs in Porphyrinderivate. 
Solche Uberginge sind auf Grund der Ergebnisse yon Hans 
Fischer und Mitarb.') und eigener Ergebnisse von Euler und 
Fink’) friiher beschrieben worden. 

Hier besteht eine Wechselwirkung zweifacher Art: einer- 


' Vel. Zusammenfassungen der Arbeiten von Hans Fischer in Zs. 
angew. Chem. Bd. 38, 8S. 981 (1925) und Chem. Ber. Bd. 60, 8. 2611 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 154, S. 810 (1926). 
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seits binden Porphyrinderivate das Eisen zu Salzen und Kom- 
plexen, andererseits scheint das Eisen die Bildung von Por- 
phyrinderivaten zu begiinstigen. 

In Anbetracht der N-Schwankungen, die in Hefen mit 
normalem Kisengehalt eintraten, erscheint es uns noch nicht 
moglich, aus den Ergebnissen an der mit EKisensalzen vor- 
behandelten Hefe Schliisse beziiglich der Verteilung des Stickstoffs 
in der Hefe zu ziehen.') Der am eingehendsten durchgefihrte 
Versuch III ergab allerdings einen abnormen Wert fiir den 
Peptidstickstoff, nimlich 27°/, Peptid-N gegeniiber im Mittel 
37°/, bzw. gegentiber der Parallelversuche 35°/,, aber die 
primaren Wirkungen, welche den genannten niedrigen Wert 
veranlaBt haben, kénnen wir nicht als festgestellt betrachten. 

Als wesentlichstes Ergebnis der Versuchsreihe IV ist die 
aus folgender Tabelle ersichtliche Beziehung zu betrachten: 


Zusammenfassende Tabelle 2. 





Hefe 
Priifung Au | Iv. | iv, | w, | WW, | I, 
gangsh, 50 , 5 Fe 15 Fe, 20 Fe: 25 Fe 








mg Fe/g Trockenh. 0,20 0,28} 0,85; 1,10 | 1,85 | 1,83 

Rel. Entfirb. - Ge- | | | 
sechwindk. Min. 10 — 10 | 10 6.6 3,6 | 3,0 
mm’/Min.. . . . 4,2 42 | 41 35 15 | 1 








Es zeigt sich also, daB in dieser Versuchsreihe die Ent- 
farbungsgeschwindigkeit gegeniiber Methylenblau und 
gleichzeitig der Sauerstoffverbrauch, gemessen in mm?/Min. 
mit steigender Menge aufgenommenen Kisens zuriick- 
geht. 

Durch O. Warburg ist in sehr interessanten Arbeiten?) 
stark betont worden, daB ein organischer Kisenkomplex an der 
Atmung wesentlich beteiligt ist; man wird nun aus obigen 
Ergebnissen zuniichst schlieBen, daB die Menge dieses Atmungs- 





') Zur Kenntnis der Oxydationswirkungen des Eisens siehe H. 
Wieland wu Franke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 464, S. 101 (1928); 
H. Handoyvsky, Diese Zs. Bd. 176, S. 79 (1928). 

*) Warburg, Biochem. Zs. Bd. 152, S. 479 (1924) u. ff 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVIII. 4 


j 
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komplexes — wir wollen ihn wie in den friheren Arbeiten mit 
Fink kurz als Himin-Fe bezeichnen — nicht unmittelbar zu- 
nimmt, wenn der Gesamt-Fe-Gehalt in der Zelle zunimmt. Da 
aber sogar eine erhebliche Abnahme des Sauerstoffverbrauchs 
per Minute mit steigendem Eisengehalt eintritt, so wird man 
schlieBen, daB ein anderer, den Atmungsvorgang mitbedingender 
Stoff durch die Eisenzufuhr verbraucht oder inaktiviert wird. 
Es ist hier zunichst an die am Sauerstoffverbrauch mit- 
wirkenden SH-Gruppen zu denken; aber auch andere sauer- 
stoffverbrauchende Stoffe bzw. Gruppen kommen in Betracht, 
mit welchen Eisen Komplexe bilden kann. 

In der bereits erwahnten Mitteilung von Euler und Fink 
wurde der Eisengehalt unserer Oberhefe R zu 0,056—0,069 mg 
Fe per Gramm frischer, abgepreBter Hefe angegeben, somit im 
Mittel 0,2 mg Fe per Gramm Trockenhefe. Hier finden wir in 
guter Ubereinstimmung. damit 0,20—0,23 mg Fe/g Trockenhefe. 

Den Quotienten Hamin-Fe 
hatten Kuler und Fink urspriinglich zu ’/,,. geschatzt und 
dann waren Kuler, Fink und Hellstrém’) in einer spektro- 
photometrischen Arbeit auf die Werte ?/,,—?/,,, gekommen.*) 

Dieser Quotient ist nun fiir die Hefen mit anormalem 
FKe-Gehalt festzustellen. Hieran schlieBen sich eine Reihe vou 
Spezialfragen, welche mit dem Problem der durch Enzym- 
bildung vermittelten Anpassung zusammenhingen. Die Aut- 
nahme von anormalen Kisenmengen durch die lebenden Zellen 
und die dadurch veranlaBte Anderung im Atmungssystem 
stellen, wie wir hoffen, einen in den einzelnen Phasen ver- 
folgbaren Fall dar, in welchem die Anderung einer biologischen 
Tiitigkeit durch Variation der chemischen Zusammensetzung 


1) Diese Zs. Bd. 169, S. 10 (1927). 

*) Vgl. hierzu noch Ansom u. Mirsky, Jl. of Physiol Bd. 60, 
S. 166 (1925) und besonders H. Fischer u. Schwerdtel, Diese Zs. 
Bd. 175, S. 248 (1928); ferner H. Fiseher u. F. Lindner, Diese Zs. 
Bd. 168, S. 152 (1927); O. Schumm, a. a. QO. Bd. 168, S. 1 (1927): 
W. Kiister, aa. QO. Bd. 168, 8S, 294 (1927). — Siehe ferner: Warburg, 
siochem. Zs. Bd. 189, 8S. 354 (1927) und Naturwiss. Bd. 16, 8. 345 (1928). 
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erreicht wird. Es handelt sich also in der Fortsetzung dieser 


Untersuchung darum, wie sich bei langeren Ziichtungsperioden 
mit konstant gehaltenem hohem Eisengehalt der Nahrlésung, 
die Atmungsgeschwindigkeit (bzw. der Sauerstoffverbrauch pro 
Zeiteinheit) A4ndert und wie im Zusammenhang mit dieser An- 
passung an einen hodheren Eisengehalt der Zellen ihr Gehalt 
an organisch gebundenem, oxydativ katalytisch wirksamem Eisen 
wechselt.?) 

Die 8. 49 gegebene Beziehung zwischen aufgenommenen 
Kisen und Atmungsgeschwindigkeit erinnert an den Befund 
von Euler und Steffenburg?) an griinen Blittern. Ent- 
sprechende Versuche iiber den Fe-Gehalt und den Sauerstoff- 
verbrauch der Samen nach Bastardierung ergeben die Még- 
lichkeit, eine fiir die AtmungsgréBe, also eine biologische 
Eigenschaft maBgebende, chemisch definierte Sabstanz bei dem 
Studium der Verteilung der Erbeinheiten nach dem Mendel- 
schen Gesetz zugrunde zu legen. Es ist natiirlich sehr wohl 
moéglich, daB das hier in Angriff genommene Beispiel durch 
die Mitwirkung von Hemmungsstoffen, sekundiren Aktiva- 
toren usw. in hohem Grade kompliziert wird. Gelingt es aber, 
das, was gegenwertig als Gen oder Erbeinheit bezeichnet wird, 
bei Bastardierungsversuchen mit einem chemisch detinierten 
und quantitativ nachweisbaren, an einer lebenswichtigen Re- 
aktion beteiligten Stoff (wie im vorliegenden Fall dem kata- 
lysierenden Kisenkomplex oder in anderen untersuchten Fallen 
den Enzymen Saccharase oder Phosphatese) in Parallele zu 
setzen, so ist fiir die experimentelle Bearbeitung die Frage- 
stellung zugiinglich, ob sich die Dominanz einer Eigenschait 
auf die quantitative Verteilung der entsprechenden Gen-Sub- 
stanz zuriickfiihren liBt. 


') Bei den spektrophotometrischen Messungen treten dabei Kom- 
plikationen auf wegen der Himatoporphyrin—Eisensalze bzw. wegen der 
unabhingig von Eisen hervorgerufenen Porphyrinbildung. Indessen 
kénnen ja zwei ihrer Einzelabsorption nach bekannte Farbstoffe neben- 
einander bestimmt werden. Vgl. hierzu auch A. Treibs, Diese Zs. 
Bd. 168, $. 68 (1927). 

2) Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 9, Nr. 48 (1928). 
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Zur Frage der Kreatinphosphorsdéure und seiner 
Bestimmungsmethode. ’) 
Von 
D. Ferdmann. 


_ Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut zu Charkow.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1928.) 


Die Untersuchungen von Fiske, Subbarow’) und Eggleton’) 
der letzten Jahre fiihrten zu dem Ergebnis, daB in den Muskeln eine 
neue, bisher unbekannte organische Phosphorverbindung vorkommt, die 
an den Prozessen, die mit der Arbeitsleistung des Muskels verbunden 
sind, teilnimmt. Diese neue, von Eggleton ,,Phosphagen“ genannte 
und, wie Fiske und Subbarow und spiter auch Meyerhof zeigten, 
nichts anderes als eine Verbindung von Phosphorsiure mit Kreatin vor- 
stellende Substanz, war bisher der Aufmerksamkeit der Forscher aus 
dem Grunde entgangen, weil sie auBerordentlich unbestindig ist und 
rasch sowohl unter dem Einflu8 von Fermenten, wie auch von Sauren 
zerfallt. 

Bei der gravimetrischen Bestimmungsmethode der Phosphorsiure 
nach Embden‘), wobei die EiweiBfaillung nach Schenk erfolgt, wird 
die Kreatinphosphorverbindung durch die Salzsiiure zerstért und das, , 
was bei solchen Untersuchungen als anorganische Phosphorsiure an- 
gesehen wurde, war in Wirklichkeit die Summe von anorganischer und 
aus der Verbindung mit Kreatin losgespaltener Phosphorsiure. 

Auf das Vorkommen von Kreatinphosphorsiiure in den Muskeln 
gelangten Fiske, Subbarow und Eggleton bei der colorimetrischen 
Bestimmung von anorganischer Phosphorsiiure. Sie lenkten ihre Auf- 
merksamkeit auf die Tatsache, daB die Entwicklung der Farbung in 

1) Nach gemeinsam mit Frl. Dr. 0. Feinschmidt angestellten 
Versuchen. 

*) Fiske u. Subbarow, Science Bd. 65, S. 401 (1927). 

) P. u. G. P. Eggleton, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 190 (1927). 

*) G. Embden, Diese Zs. Bd, 113, S. 138 (1921). 
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reinen Phosphatlésungen und in Muskelextrakten nicht in gleicher Weise 
erfolgt. Waihrend eine reine Phosphatlésung die maximale Firbung bei 
25—27° nach 2—3 Minuten erreicht (bei Anwendung der Methode, die 
von Fiske und Subbarow im Jahre 1925 fiir die Phosphorsiure- 
bestimmung im Harne und Blute vorgeschlagen wurde)'), wird die Fiir- 
bung des Muskelextraktes unter gleichen Bedingungen erst nach einer 
'/, Stunde erreicht, Das Tempo der Fiirbung des Muskelextraktes er- 
scheint aber blob verlangsamt; denn in ihm finden sich keine solchen 
Bestandteile vor, die den Verlauf der Reaktion tatsiichlich aufzuhalten 
vermochten. Die Ursache fiir diese Erscheinung liegt darin, daB bei der 
Bestimmung der Phosphorsiure auf colorimetrischem Wege, wo die 
Reaktion der Firbung in einem saueren Milieu erfolgt, sich die Phos- 
phorsiure im Muskelextrakt allmiihlich aus der Kreatinphosphorsiiure 
abspaltet und im Ausma8e der Abspaltung stets neues Material fiir die 
Firbungsreaktion bildet. 

Die Bestimmung der Kreatinphosphorsiiure kann ebenso in der 
Richtung des Phosphors, wie des Kreatins erfolgen. Im ersten Falle 
wird auf dem Wege der Extrapolierung (nach Eggleton) der Kurve der 
Farbungszunahme zum Nullpunkt der Zeit der Gehalt der wirklichen 
anorganischen Phosphorsiure bestimmt; die colorimetrische Bestimmung 
nach Eintritt der maximalen Firbung ergibt die Summe aus der un- 
organischen und aus der aus der Kreatinphosphorsiiure stammenden 
Phosphorsiure. 

Im zweiten Falle wird die Kreatinphosphorsiiure durch schwefel- 
saures Kupfer und Atzbarium ausgefillt; der Niederschlag wird mittels 
der Schwefelsiiure zerlegt und hernach bestimmt man nach entsprechen- 
den Manipulationen (Entfernung des Kupfers und der H,SO,) das Kreatin 
nach Folin.’) Bei der gleichzeitigen Bestimmung der Kreatinphosphor- 
siure nach der Kreatin- und Phosphorsiuremenge, kommt, wie die 
Untersuchungen von Fiske und Subbarow und von Meyerhof zeigen, 
dem es gelang, aus Muskeln ein Priparat von Kreatinphosphorsiiure 
herzustellen, auf je 1 Mol. Kreatin 1 Mol. Phosphorsiure. 


Unsere Untersuchungen, welche auf Veranlassung und unter 
Leitung von Prof. Alexander Palladin ausgefiihrt waren, 
verfolgen das Ziel, die Kigenschaften und die physiologische 
Bedeutung der Kreatinphosphorsiiure zu erforschen. Hierzu 
war in erster Linie die Ausarbeitung einer Methode zur Be- 
stimmung der Kreatinphosphorsiiure im Muskelgewebe not- 
wendig; mit anderen Worten, es muBbte eine Methode zur Er- 





') Fiske u. Subbarow, Jl. of Biol. Chem. Bd. 64, S. 375 (1926). 
*) Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 463 (1914). 
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Jangung von Muskelextrakten gefunden werden, in denen die 
Kreatinphosphorsiure erhalten blieb. 


Um die fermentative Aufspaltung der organischen Phosphorverbin- 
dungen (z. B. des ,,Lactacidogens“) in den Muskeln zu verhindern, greift 
man einerseits zur Verwendung niederer Temperatur — Gefrierung der 
Muskeln in fliissiger Luft —, anderseits zur méglichst raschen Verar- 
beitung des Materials. Auf die Verwendung flissiger Luft stiitzt sich 
Eggleton in seinen Untersuchungen. Fiske und Subbarow weisen 
ebenfalls darauf hin, da die Muskeln der Katzen bei ihnen auf Tem- 
peraturen unter 0° abgekiihlt wurden. 

Indem wir die Absicht hatten, die Geschwindigkeit der trauma- 
tischen Spaltung der Kreatinphosphorsiiure zu untersuchen, zerkleinerten 
wir bei unseren Untersuchungen in dem einen Fall das Muskelgewebe 
mit Scheren, in dem anderen zerrieben wir es mit Quarzsand in einer 
Porzellanreibschale. Die Versuche zeigten, daB bei der Zerkleinerung 
der Muskeln mit der Schere bei gewohnlicher Temperatur — ein solcher 
ProzeB dauert 3 Minuten — die gesamte Kreatinphosphorsiiure zerstirt 
wird. In solchen Fiillen kann man nach Fallung des EiweiBes mit 
4°/,iger Trichloressigsiure im Filtrat bloB die Summe der wirklichen 
anorganischen und der aus der Kreatinphosphorsiiure stammenden Phos- 
phorsiure feststellen. 

Bei einer ebensolchen Zerkleinerung der Muskein, jedoch unter 
Kilteanwendung (Schneegemisch mit Chlornatrium), gelingt es, die Auf- 
spaltung der Kreatinphosphorsiure zu verlangsamen und man kann ', 
bis }, ihrer Gesamtmenge vorfinden (Tab. J). 


Tabelle I. 


Tauben. 








Nr. 1 2 3 4 5 








H,PO, der Kreatinphosphorsiure in °/, | 0,047 | 0,032 | 0,032 | 0,041 | 0,018 
Anorganische H,PQ, in °/, . . . . [0,180] 0,215 | 0,265 | 0,221 | 0,250 

















Um die fiir die Zerkleinerung der Muskelsubstanz nétige Zeit zu 
verkleinern, griffen wir zur Verreibung derselben in der Porzellanreib- 
schale mit Quarzsand. Die Analyse verlief folgendermaBen: 

Die Tiere (Tauben, Kaninchen, Frésche) wurden rasch getétet. 
Aus der Brustmuskulatur der Tauben wurden mit der Schere Stiickchen 
herausgeschnitten und rasch auf einer Torsionswage gewogen. Bei 
Fréschen wurden die Mm. Gastrochemii genommen. Die Stiickchen 
wurden in Porzellanreibschalen mit Quarzsand und 5ccm Wasser ge- 
bracht. Die Verreibung der Muskeln dauerte 15—30 Sek., wobei eine 
Masse erhalten wurde, in der keine Muskelfasern mehr zu sehen waren. 
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Sofort nach der Verreibung wurde das EiweiB mit 20cem 4°/,iger Tri- 
chloressigsiure ausgefilit und das ganze Gemenge nach 10 Minuten in 
Sodalésung filtriert, in der die Trichloressigsiure neutralisiert und eine 
leicht basische Reaktion erreicht wurde, wodurch die Kreatinphosphor- 
siure vor dem Zerfall geschiitzt werden sollte. Nach der Filtrierung 
wurden in einem MeSkolben von 25 cem Inhalt 10 cem der Fliissigkeit 
mit 11 cem Wasser versetzt. Als Standard wurden in einem gleichen 
Kolben 4 ccm KH,PO, (0,1099 g auf 1 Liter) = 0,1mg P gegossen und 
17eem Wasser hinzugefiigt. Beide Kolben wurden auf 2—3 Minuten 
in ein Wasserbad von 30°C gebracht. Hierauf wurden in beide je 
3eem einer 2,5°/,igen Lésung von molybdansaurem Ammonium in 5 n- 
H,SO, und 1 cem Eukonogen (0,5 g Eukonogen [«-Aminonaphtholsulfon- 
siure] in 195cem 15°/,ige NaHSO,- und 5cem 20°/gige Na,SO,-Lésung) 
hineingeschiittet, die Kélbchen durchgezchiittelt und die Inhalte colori- 
metriert. 

Bei einer derartigen Verarbeitung der Muskelsubstanz wird eine 
Zunahme der Farbungsintensitét nicht mehr beobachtet; die Angaben 
des Colorimeters bleiben bei der ersten Ablesung sowie nach einer halben 
Stunde unverindert, was dafiir spricht, daB hier im Muskelextrakt keine 
Kreatinphosphorsiiure vorhanden ist. Wir bekommen hier die Summe 
des wirklichen anorganischen Phosphors und des von der Kreatinphos- 
phorverbindung abgespaltenen Phosphors (Tab. IJ). 


Tabelle II. 























Tauben. 
Nr. 1 2 3 4 
Anorganische H,PO, in °/, . . . | 0,238 | 0,212 | 0,218 | 0,238 
H,PO, der Kreatinphosphorsiiure in °/, 0 0 0 0 


Unsere Untersuchungen zeigten auf diese Weise, daB zur 
vollkommenen Spaltung der Kreatinphosphorsiiure schon die 
kiirzeste Verreibung des Muskels ausreicht. Der Spaltungs- 
prozeB verliuft im Muskelgewebe um so rascher, je stiirker die 
traumatische Schidigung erfolgt. 

Bei der Bestimmung der Kreatinphosphorsiure die trau- 
matische Schiidigung des Muskels zu vermeiden, ist ein Ding 
der Unméglichkeit; denn eine vollkommene Ausziehung dieser 
Substanz ist nur bei einer tiefgehenden Zertriimmerung des 
Muskelgewebes miglich. Es muBten daher solche Bedingungen 
geschaffen werden, die eine fermentative Aufspaltung der Krea- 
tinphosphorsiiure wihrend der Muskelzertriimmerung verhin- 
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derten. In der Literatur (Fiske und Subbarow) fanden wir 
Hinweise darauf, da8 in alkalischem Milieu die Kreatinphos- 
phorsiiure im Verlaufe vieler Stunden erhalten bleiben kann. 
Meyerhof?) weist ferner auf die Stabilitat dieser Verbindung 
in den Muskelextrakten bei p,=9 hin. Wir kamen deshalb 
auf den Gedanken, ob man sich nicht dieses Umstandes bei 
der quantitativen Bestimmung der Kreatinphosphorsiiure in 
den Muskeln bedienen kénnte. Mit anderen Worten, ob es 
nicht méglich ist, die Prozesse der fermentativen Aufspaltung 
der Kreatinphosphorsiure bei der Muskelzerkleinerung aufzu- 
halten, wenn wir gleichzeitig mit der Verreibung des Muskel- 
gewebes in die Muskelfasern cine das Gewebe alkalisierende 
Lésung einfiihren? 

Wir stellten zu diesem Zwecke eine Reihe von Versuchen 
an, und haben zuletzt folgendes Verfahren ausgearbeitet: 

Die Versuchstiere (Tauben, Frésche und Kaninchen) wurden 
moglichst rasch getétet. Die Muskelstiickchen von 600—700 mg 
Gewicht wurden rasch auf Torsionswagen gewogen und in 
Porzellanreibschalen gelegt, in die vorher 5ccm borsaure 
Natronlésung von p,=9,16 geschiittet worden waren. Die 
Fleischstiickchen wurden rasch und sorgfaltig durch Verreiben 
mit reinem Quarzsand zermalmt. Dann wurde _ borsaures 
Natron mit Salzsiure neutralisiert und sofort, noch in die 
Porzellanschale, wurden 20 ccm 4°/,ige ‘Trichloressigsiure- 
lésung zur Ausfillung des EKiweiBes hinzugefiigt und die ganze 
Masse in der Schale verriihrt. Nach 10 Minuten wurde der 
Inhalt der Reibschale in ein K6élbchen filtriert, in dem sich 
Sodalésung befand (10ccm 4°/, iger wasserfreies Soda), und 
von diesem dann in Mengen von 10ccm zur weiteren Bestim- 
mung in Mebkoélbchen vou 25 ccm Inhalt iibergefiillt. Die 
colorimetrische Bestimmung erfolgte auf demselben Wege wie 
in den oben beschriebenen Versuchen der Verreibung der 
Muskelstiickchen mit Quarzsand in der Reibschale mit 5 ccm 
Wasser. Bei einer derartigen Behandlung des Unter- 
suchungsmaterials ist eine Zunahme in der Intensitit 


') O. Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 191, 8S. 106 (1927). 
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der Fiarbung auf Kosten der allmihlichen Spaltung der Krea- 
tinphosphorsiure zu beobachten (Tab. III). 


Tabelle III. 






































Tauben. 
Nr. 1 2 8 4 5 
H,PO, der Kreatinphosphorsiiure in °/, |0,117 | 0,120 |0,095 11,01 11,07 
Anorganische H,PO, in , . . . . | 0,126] 0,126] 0,151 | 0,123 | 0,107 


Die Menge der H,PO, aus der Kreatinphosphorsiure wird 
aus dem Unterschied der H,PO,-Menge der ersten und letzten 
(juantitatsbestimmung errechnet (die letzte Bestimmung erfolgt 
1/, Stunde nach der ersten). Die letzte Bestimmung nach dem 
‘olorimeter vorzunehmen, wenn schon die ganze Kreatinphos- 
phorsiure aufgespalten ist, ist mit keinen Schwierigkeiten ver- 
bunden, da die Intensitiit die Firbung der Lésung nicht mehr 
indert. Schwieriger ist die richtige Ausfiihrung der ersten 
Bestimmung, die uns iiber die Menge der anorganischen H,PO, 
des Muskelextraktes AufschluB geben soll; denn ihre Menge 
nimmt auf Kosten der von der Kreatinphosphersiure sich ab- 
spaltenden H,PO, fortwihrend zu. 

Kggleton weist in seiner Arbeit darauf hin, da er den 
Gehalt des Muskelextraktes an anorganischer H,PO, durch 
Extrapolation der Kurve der Zunahme der Farbungsintensitat 
fiir den Nullpunkt der Zeit. festgestellt habe. Wir hielten eine 
andere Art der quantitativen Bestimmung der anorganischen 
H,PO, fiir moéglich. Wir gingen von der von uns festgestellten 
'Tatsache aus, dai bei gleichzeitiger Farbung verschiedener, 
jedoch bekannter Mengen von reiner KH,PO,-Lisung bei 25 
bis 27° in zwei Kélbchen, die Intensitatszunahme ihrer Fir- 
bung bis zum Hintritt des Maximums (2—3 Min.) mit gleicher 
Geschwindigkeit erfolgt. Deswegen kann man, ohne die voll- 
stiindige Farbung abzuwarten, nach der als Standart ange- 
nommenen Liésung des einen K6lbchens genau den H,PO,- 
Gehalt des anderen feststellen. 

Bei der Bestimmung der anorganischen H,PO, des Muskel- 








/ 
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extraktes beginnt sofort nach Hinzufiigung der Reaktive der 
AufspaltungsprozeB der Kreatinphosphorsiure und wenn man 
daher die Zeit zwischen der Hinzufigung der Reaktive und 
der ersten colorimetrischen Bestimmung auf ein Minimum 
reduziert, so vermeiden wir dadurch die Hinzuzihlung der von 
der Kreatinphosphorsiure sich allmihlich abspaltenden H,PO,- — } 
Menge zur im Muskelextrakt sich vorfindenden anorganischen 
H,PQ,. 

Bei unseren Untersuchungen nahmen wir die erste colori- 
metrische Bestimmung 1—11/, Minuten nach der gleichzeitigen 
Hinzufiigung der Reaktive zur Standart- und Untersuchungs- 
fliissigkeit vor. 

Bei der Vergleichung der Mengen von anorganischen H,PO, 
aus ein- und demselben Muskelextrakt, die auf die oben be- 
schriebene Weise und auf dem Wege der Extrapolation der 
Kurve der Farbungszunahme fiir den Nullpunkt der Zeit ge- 
wonnen wurden, zeigte es sich, daB diese Mengen gleich 
waren. 

Unsere Versuche zeigten demnach, daB rasche 
Alkalisierung des Muskelgewebes die Kreatinphos- 
phorsiure bei traumatischer Muskelbeschidigung vor 
der Aufspaltung bewahrt und daB infolgedessen die 
Methode der Gewebsalkalisation zur quantitativen 
Bestimmung der Kreatinphosphorsiure in den Mus- 
keln dienen kann. 

In einigen Versuchen haben wir die parallelen Bestim- 
mungen von Phosphorsiure der Kreatinphosphorsiure und yon 
Kreatin der Kreatinphosphorsiiure gemacht. Als Beispiel kénnen 
wir einen Versuch anfiihren, in welchem wir in einem Muskel- | 
stiickchen 0,435 mg Kreatin der Kreatinphosphorsiure und | 
0,351 mg Phosphorsiiure der Kreatinphosphorsiure gefunden 
haben. Wenn in Kreatinphosphorsiure auf je 1 Mol. Kreatin » 
1 Mol. Phosphorsiiure kommt, so muBte theoretisch 0,469 mg 
Kreatin gefunden werden. 

Bei der Alkalisierung des Muskelgewebes geht, wie unsere 
Untersuchungen zeigen, mit der Erhaltung der Kreatinphos- 
phorsiiure die Aufspaltung einer anderen organischen Phosphor- 
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verbindung parallel; deswegen ist die Menge von anorganischer 
H,PO,, die nach dieser Methode bei der ersten colorimetri- 
schen Bestimmung festgestellt wird, durchaus nicht als die 
wirkliche Menge von anorganischer H,PO, des Muskels anzu- 
sehen. Die wirkliche Menge der anorganischen H,PO, des 
Muskels la8t sich blo&B auf dem Wege der Subtraktion der 
H,PO,-Menge der Kreatinphosphorsaéure von derjenigen Menge 
anorganischer H,PO, erhalten, die bei der gewohnlichen Muskel- 
zerkleinerung erhalten wird (z. B. bei Verreibung der Muskel- 
substanz im HCl mit Quarzsand) und die an sich die Summe 
der wirklichen anorganischen H,PO, und der bei der Spaltung 
der Kreatinphosphorsiiure sich abspaltenden H,PO, vorstellt 
(= der Unterschied zwischen der bei der letzten colorimetri- 
schen Bestimmung sich ergebenden H,PO,-Menge und der bei 
der ersten Bestimmung erhaltenen H,PO,-Menge, fiir den Fall, 
dafS das Muskelstiickchen bei der Zerkleinerung sofort auch 
alkalisiert wird). 
Tabelle IV. 








Tauben. 
Der in Wasser 
zerriebene Mus- Sianeli H,PO, der 
y kelbrei stand ge, aati Kreatinphos- 
Nr. vor Zufiigen der HPO, phorsiiure 
CC1l,COOH 
in Minuten m *, in °/, 
1 0 0,199 0 
1 5 0,183 0 
2 0 0,221 0 
2 a) 0,196 0 
3 0 0,243 0 
8 10 0,183 0 
4 0 0,209 0 
4 20 0,114 0 
5 0 0,238 0 
4) 30 0,120 0 











Die in der Tab. IV und der Figur angefiihrten Protokolle 
zeigen, daB bei der Zermalmung der Muskelstiickchen in der 
Reibschale mit Quarzsand und Wasser in dem Muskelbrei, 
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wenn man ihn einige Zeit stehen laBt, ein Proze& von Syn- 
these einer organischen Phosphorverbindung (,,Lactacidogen“} 
auf Kosten einer Verminderung der Menge von anorganischer 
H,PO, vor sich geht. Dieser synthetische ProzeB geht um so 
weiter, je langer der Muskelbrei vor der Hinzufiigung der Tri- 
chloressigsiure zwecks Ausfillung des HiweiBes steht. Diese | 
Synthese von ,,Lactacidogen“ wird in vitro aller Wahrschein- 
lichkeit nach dadurch hervorgerufen, daB bei der sorgfiltigen 
Muskelzermalmung, wie einige Autoren (Molozowski) zeigen, 
eine verstiirkte Milchsaiurebildung auftritt, deren Anionen nach 
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Kmbden die Synthese von ,,Lactacidogen“ férdern. Kine 
Resynthesierung der Kreatinphosphorsiure wird unter 
diesen Verhialtnissen nicht beobachtet. Und da wihrend 
der Synthese des ,,Lactacidogens* im Muskelbrei nicht einmal 
mehr Spuren von Kreatinphosphorsiure vorhanden war (sie 
wurde schon bei der Muskelzerkleinerung aufgespalten), so 
kénnen wir auf Grund unserer Untersuchungen sagen, daB in 
vitro fiir die Synthese von ,,Lactacidogen“ auf Kosten der 
anorganischen H,PO, des Muskels das Vorhandensein von 
Kreatinphosphorsiure nicht unbedingt notwendig erscheint. ' 


Zusammenfassung. 
1. Bei der traumatischen Beschadigung des Muskels erfolgt ' 
eine auferordentlich rasche Spaltung der Kreatinphosphor- 
saure. 





Be 
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2. Diese fermentative Spaltung kann verhindert werden, 
wenn zugleich mit der Zerreibung des Muskels eine rasche 
Alkalisierung vorgenommen wird. 

3. Die Verreibung des Muskels in der Reibschale mit 
Quarzsand in einer Lésung von borsauren Natron von p,,=9,15 
gibt die Méglichkeit einer quantitativen Bestimmung der Kreatin- 
phosphorsiure. 

4, In vitro ist fiir die Synthese von ,,Lactacidogen“ aut 
Kosten einer Verminderung der vorhandenen anorganischen 
Phosphorsiiuremenge des Muskelbreies die Anwesenheit von 
Kreatinphosphorsiure nicht unbedingt erforderlich. 








Uber die kiinstliche Darstellung des Hauptbestandteiles 
der Knochen und der Zahne. 


Von 


Th. Gassmann, Ziirich-Vevey. 





(Der Redaktion zugegangen am 25. Juni 1928.) 





In mehreren Arbeiten’), die sich mit der chemischen 
Untersuchung von Knochen und Zahnen und mit dem Wesen 
der Rachitis befaBten, habe ich dargetan, daB der Haupt- 
bestandteil der Knochen und der Zihne aus einer apatit- 
artigen Verbindung hdherer Ordnung besteht, der ich den 
Namen Phosphatocalciumcarbonat gegeben habe. A. Werner?) 
laBt diesen Salztypus theoretisch folgendermaBen entstehen: 

Erste Phase: Bildung des Hexolsalzes: 





Zweite Phase: Kinlagerung von Tricalciumphosphat in das 
Hexolsalz und Bildung des Phosphatocalciumcarbonats: 


~{OPO,Ca' 1 
cx | >>Ca_ |®/CQ;. 
OPO,Ca/ | 
Hexolsalze sind bereits von EK. Tasilly*) dargestellt 
worden, so daB fiir den weiteren Aufbau dieses Knochensalzes, 
der im Sinne obiger Theorie erfolgt, eine Grundlage geschaffen 
war. Sehr zustatten kam mir hierbei die Erkenntnis, daB 
sein Aufbau sich am vorteilhaftesten unter der Kinwirkung 





* 
*. 
. 


1) Diese Zs. Bd. 70, Heft 2 und 3 (1910); ebenda Bd. 83, Heft 6 
(1918); ebenda Bd. 90, Heft 8 (1914). 
*) A. Werner, Neuere Anschauungen a. d. Gebiete der anorgani- 


schen Chemie. 
5) Ann. chim. phys. (7) Bd. 17, 8, 42 (1899). 
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des Sonnenlichtes und in Gegenwart von Natureiswasser voll- 
zieht. Hiswasser enthailt nach meinen Untersuchungen geringe 
Mengen Phosphor’) in oxydischer léslicher Form, der gleichsam 
wie ein Vitamin den Aufbau beeinfluBt. 


Experimenteller Teil. 


1 g trocknes Calciumoxyd (aus Marmor) wird in kleiner 
krystallisierschale mit 10 ccm filtriertem Natureiswasser iiber- 
schichtet und mittels des Sonnenlichtes vollkommen ab- 
getrocknet, wodurch die Aufnahme von Kohlensiure begiinstigt 
wird. Der weibe Riickstand wird noch 3 Tage der Luftkohlen- 
siureeinwirkung ausgesetzt, sodann mit weiteren 1,5 g Cal- 
ciumoxyd belegt und unmittelbar anschlieBend mit einer in 


_ der Wirme erfolgten Auflésung von 3 g Natriumphosphat in 


15 ccm filtriertem Natureiswasser iiberschichtet. Man _ ver- 


-dunstet das Wasser analog wie oben bei Sonnenlichtwirkung 


bis zur vollstiindigen Trockenheit des Riickstandes, kocht die 
weiBe Masse 30 Minuten mit destilliertem Wasser im Becher- 
glas, bringt sie auf ein Filter und wiascht sie mit destilliertem 
Wasser nach, Da ein gewodhnliches Abheben der weiBen Masse 
infolge Haftens derselben am Filter mit Verlusten begleitet 
wire, so wird, um das zu vermeiden, der Riickstand mit dem 
Filter im Wirmeschrank bei 110—120° getrocknet, wodurch 
derselbe alsdann bequem durch Reiben zwischen den Finger- 
spitzen auf einer Tonplatte gesammelt werden kann. Die 
vollkommen trockne Masse wird in einer Krystallisierschale 
mit 15 ccm Hisessig auf dem Wasserbad erhitzt und voll- 
kommen eingedampft, sodann mit absolutem Alkohol (96°/,) 
gehérig umgeriihrt, auf ein Filter gebracht, mit absolutem Al- 
kohol so lange abgesaugt, bis das alkoholische Filtrat beim 


Verdunsten keinen Riickstand mehr hinterliBt und auf Ton 
getrocknet. 


1) Der Nachweis des Phosphors erfolgt sehr einfach durch Kin- 
dampfen des filtrierten Natureiswassers (1 Liter) unter Zugabe von 
20 cem chemisch reiner konzentrierter Salpetersiiure. Der braune Phos- 
phorriickstand wird durch Schmelzen mit Salpetermischung in Phosphor- 
Siure ubergefiibrt. 
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Durch Kochen des getrockneten Riickstandes wihrend 
15 Minuten mit destilliertem Wasser erhalt man nach dem 
Abfiltrieren desselben und Auswaschen mit destilliertem Wasser 
die gewiinschte analysenreine Substanz; sie wird zum Schluf 
auf Ton im Exsiccator neben Natronkalk getrocknet. 

Der so dargestellte Hauptbestandteil der Knochen und 
der Zihne, das Phosphatocalciumcarbonat — Ausbeute 1,5 bis 
2¢ —, der konstant auf diesem Wege erhalten wird, bildet 
ein feines Pulver, das beim UbergieBen mit Salzsiiure lebhatt 
Kohlensiure unter Aufbrausen entwickelt. Auf Grund der 
Analyse kommt ihm ein Verhiltnis von 6 Ca:10 PO,:CO, zu, 
d. h. dasselbe, wie ich es beim gleichen Salz der Knochen und 
der Zihne festgestellt habe. 

Durch Erhitzen mit Bariumchlorid: 


—— = 


»/OPO,Ca\ ,(OPO,Ca 
cx | >Ca +I00,+ BaCl| Ca | >Ca |s|oy+ BaCOQ,. 
‘\ OPO,Ca, ~\OPO,Ca ( 


entsteht der analoge Apatit. 

Das Experiment wird in gleicher Weise wie mit dem aus 
der Knochenasche herausgeschiltem Phosphatocalciumcarbonat 
durchgefiihrt, weshalb ich, um Wiederholungen zu vermeiden. 
auf die diesfillige Mitteilung (Stoffnaturangabe oben) hinweise. 

Analyse des kiinstlich dargestellten Hauptbestandteiles der Knochen 
und der Ziihne: 


r ine sal 
Cac | >Ca ‘|co" + 6H,0O. 
\OPO,Ca/ 








Wasserbestimmung: 0,1534 g Substanz gaben bei 110—120° einen 
Gewichtsverlust von 0,0143 g H,O. 


Fiir 6H,O Ber. 9,17°/, H,O ; 
Gef. 9,25 
Wasserfreie Substanz. ; 
0,1410 g Substanz gaben 0,0764 g CaO. ‘ 
0,1410 g . » 0,0901 g Mg,P,0,. ' 


0,3883 g a »  0,0162 g CO,. ‘ 
Ber. 38,83°/, Ca 55,33°/, PO, 5,83°/, CO, 
Gef. 38,73 54,81 5,64 

. j 
» 
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Die Analysen des kiinstlich dargestellten Hauptbestand- 
teiles, sowie diejenigen der aus dem Knochen und Zihnen 
herausgeschilten, ebenso diejenigen des hiervon abgeleiteten 
Phosphatocalciumchlorides stimmen vollkommen iiberein. 


Betrachtungen tiber die Konstitution des kiinstlich dargestellten 
Hauptbestandteiles der Knochen und der Zahne. 


: ~(OPO,Ca 
cx | >Ca a 3 + 6H,0. 


“\OPO,Ca/ _ 
\ Die Formel, die ich fiir den Hauptbestandteil der Knochen 
und der Zihne aufgestellt habe, kann nur dann Berechtigung 
| haben, wenn der Nachweis geliefert werden konnte, daB der 


Komplex 





c ,/OPO,Ca' 

av Ce. | 

= one 

ein positives Radikal bildet und der Saiurerest CO,, also auBer- 
halb der Klammer stehend, durch andere Siureradikale ersetzt 
werden konnte. Diese Annahme ist tatsachlich durch die 
Uberfiihrung des Phosphatocalciumcarbonats in das analoge 
Phosphatocalciumchlorid 


,(OPO,Ca , /OPO,Ca\ 
Ca“ | >Ca |*|CO, + BaCl, =| Ca’ | Ca | Cl, + BaCO, 
'\OPO,Ca “\ OPO,Ca, 


sichergestellt, wodurch zugleich der auBerordentlich dauer- 
hafte Zusammenhalt, die in die Augen springende Wider- 


> standskraft des 
, y|OPOCa\ - 
onc | >Ca |. 
“\OPO,Ca 


Komplexes, trotzdem die Gesamtverbindung nur aus anorgani- 
schen Teilen aufgebaut ist, markant zum Ausdruck kommt. 
Kine derartige Eigenschaft kann nur durch ringférmige An- 
ordnung des Molekiiles begriindet sein, was beim Erhitzen des 
) Phosphatocalciumcarbonats mit EHisessig noch eindringlicher 
seine Bestitigung findet. 

Ohne weiteres ist deshalb ersichtlich, daB der kohlen- 
siiurehaltigen und der chlorhaltigen Verbindung dieselbe Kon- 


— 
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stitution zukommen muf. Diese Folgerung widerspricht der 
Moglichkeit, den so dargestellten Apatit 

-[OPO,Ca 

ac >Ca } Jo, 

“\OPO,Ca 
durch die Formel 9Ca,PO, + CaCl, wiederzugeben. Um _ , 
letzterer zu geniigen, miiBte das Calciumchlorid durch Wasser 
ausgelaugt werden kénnen, was nicht der Fall ist. 

Von einer Annahme, daB diese Verbindung ein Gemisch 
von Calciumcarbonat mit Tricalciumphosphat darstelle, kann 
vollends nicht die Rede sein, da einfaches Calciumcarbonat 
sich glatt in Eisessig lést; Phosphatocalciumcarbonat ist aber 
auf Grund des Experimentes in keiner Weise einer solchen 
Zersetzung ausgesetzt. 

Ks liegt auf der Hand, daB die kiinstliche Darstellung 
des Hauptbestandteiles der Knochen und der Zahne eine t 
sichere Basis fiir die Erforschung des Kalkstoffwechsels, der 


( 
Verbindungsfahigkeit dieses rein anorganischen Gebildes mit 
einer organischen Komponente und den in Betracht zu ziehen- : 
den Knochenkrankheiten bildet, woriiber ich spiter berichten 
werde. 
( 
C 
( 
( 
| 
\ 
h 
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Uber die Modifikationen des Oxyhamins. 


Von 


A. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Juni 1928.) 


In den friuheren Mitteilungen!) wurde die Meinung ver- 
treten, da aus dem Blut durch entsprechendes Verfahren nur 
die o-Modifikation des Oxyhimins und des Chlerhaimins er- 
halten wird und da® diese Modifikation durch Einwirkung von 
sauren und basischen Agenzien in andere Modifikationen iiber- 
fiihrt wird. Uber diese soll nun kurz berichtet werden. 

Diese Modifikationen wurden durch Einwirkung von Saéuren 
(Salzsiure, Schwefelsiiure, Hisessig) und Basen (Kahlauge, Pyri- 
din) dargestellt. Ks wurde beobachtet, daB diese Agenzien das 
Oxyhimin leichter und tiefer alterieren als die prosthetische 
Gruppe im Blut selbst, wo dieselbe mehr geschiitzt ist. Die dar- 
gestellten Priparate kénnen in zwei Gruppen geteilt werden, so 
daB dann 1. das «-Oxyhimin = «-Himatin?), 2. die f-Oxy- 
himine = f-Himatine, 8. die y-Himatine unterschieden werden 
kénnen. 

Das o-Himatin («-Oxyhiaimin) ist die urspriingliche, un- 
veraénderte Form. 

Die 6-Haimatine (f-Oxyhimine) sind Produkte, die aus dem 

1) Diese Zs. Bd. 148, S. 99 (1925) und Bd. 176, 8. 173 (1928). 

*) Es scheint mir méglich, den alten und eingebiirgerten Namen 
»,Haimatin‘ neben dem von W. Kiister eingefiihrten ,,Oxyhimin“ zu be- 
halten. W. Kiister hat bekanntlich [Diese Zs. Bd. 101, S. 46 (1918)] den 
Namen Hiamatin nur fiir Produkte, die durch Lésen von Chlorhamin in 
waBrigen Laugen und darauffolgendes Ansiiuern entstehen, eingeschrankt. 
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g-Hiimatin durch mildere Einwirkung von Siuren und Basen 
entstanden sind und dem g-Himatin niaher stehen als dic 
y-Hiimatine, welche durch intensivere EKimwirkung entstanden 
und infolgedessen tiefer alteriert sind. 

Die auf verschiedene Weise dargestellten /-Oxyhimine 
($-Haimatine) sind vielleicht nicht identisch, aber sie sind 
wahrscheinlich chemische Individuen. Sie weisen einige gemein- 
same Kigenschaften auf, durch welche sie sich von dem «-Oxy- 
hiimin unterscheiden lassen: 

1. Sie sind in verschiedenen Lésungsmitteln mehr léslich 
als das «-Oxyhimin, namentlich sind sie mehr léslich in Lis- 
essig, in welechem das «-Oxyhimin nur wenig léslich ist, und 
in Pyridin. Sie werden aus ihren Lésungen schwieriger nieder- 
geschlagen als das «-Oxyhimin. 

2. Sie binden das Chlor schwiicher als das «-Oxyhimin. 
Die entsprechenden /-Chlorhimine geben ihr Chlor schon bei 
Waschen mit kaltem Wasser in kleinen Portionen, bei Waschen 
mit heiBem Wasser in gréBeren Portionen ab.!) Die f-Chlor- 
himine unterscheiden sich von dem «-Chlorhimin weiter durch 
ihre Krystallform und durch ihre Léslichkeit.2) Die £-Chlor- 
hamine kénnen nach dem Lésen in Pyridin-Chloroform aus 
Kisessig-IXochsalz umkrystallisiert werden; die Mutterlauge 
bleibt stark gefairbt und kann Pseudohimine enthalten. 

3. Sie besitzen nicht mehr die Fahigkeit, Anhydride zu 
bilden, soweit dies nach den bisherigen Analysen geschlossen 
werden darf. 


4, Ihre Salze krystallisieren nicht so gut wie die Salze der 


a-Modifikation. 

5. Sie geben bei der Enteisenung (mit Aceton-Stanno- 
chlorid-Salzsiure)’) weniger Protoporphyrin und mehr Por- 
phyrin, das durch sein lésliches Natriumsalz, braunen Farbenton 
und alkalisches Spektrum von dem Protoporphyrin abweicht. 

Die Pseudohiimatine unterscheiden sich von den f-Oxy- 
hiiminen durch folgende Eigenschaften: 





') A. Hamsik, Spisy lék. fak. v Brné, Bd. I, S. 63 (1922). 
*) Ebd. und Diese Zs. Bd. 176, 8. 173 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 156, 8. 218 (1926) und Bd. 158, S. 15 (1926). 
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1. Sie sind in den genannten Lésungsmitteln noch mehr 
loslich und werden aus ihren Lésungen noch schwieriger nieder- 
geschlagen. 

2, Sie binden das Chlor noch schwicher als die f-Modi- 
fikationen. Die Pseudohimine verlieren ihr Chlor in gréBeren 
Portionen, wenn ihre izockenen Priiparate schon mit kaltem 
Wasser gewaschen werden.!) Die Pseudohimine kénnen nach 
dem Lésen in Pyridin-Chloroform aus Eisessig—Kochsalz nicht 
umkrystallsiert werden, da sie in der Loésung bleiben. Die 
Pseudohimine kénnen noch gut?) oder nur undeatlich krystalli- 
siert dargestellt werden. 

3. Sie geben bei der erwihnten Enteisenung noch weniger 
Protoporphyrin und hauptsachlich braungriinrotes Porphyrin. 

Unter denen, welche krystallisierte Hamine geben, sind 
vielleicht chemische Individuen. Die durch Lésen in wiBrigen 
Basen und Ansidiuren entstandenen Produkte sind Gemische 
(Haimatin nach W. Kiister). 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der 6-Oxyhaminpraparate: 

A. Dureh Einwirkung von Basen und zwar: 

a) Durch Einwirkung alkoholischer Kalilauge: 

I. Auf das Blut. 

1. 1 Liter defibriniertes Ochsenblut wurde mit Methylalkohol koagu- 
liert, das abgepreBte und zerriebene Koagulum wurde gleich (nach langerem 
Aufbewahren wird der Farbstoff schwieriger extrahiert) mit 2 Litern Methyl- 
alkohol mit 80 ccm Kalilauge (2 Teile festes KOH auf 3 Teile Wasser) 
etwa '/, Stunde ausgezogen. Der Auszug wurde durch Leinwand koliert, 
das Ungeléste auf der Leinwand unter Umriihren mit dem Glasstab mehr- 
mals mit Methylalkohol nachgewaschen und abgepreBt. Der PreBkuchen 
enthielt nur wenig Farbstoff. ‘Der filtrierte Auszug wurde mit Eisessig 
stark angesiuert und dann mit 11/, Volum Wasser vermischt. Nach dem 
Absitzen wurde der Niederschlag von der fast farblosen Mutterlauge ge- 
trennt, mit Wasser, Alkohol gewaschen und mit Ather extrahiert. Aus- 
beute etwa 4 g «-Oxyhimin. 

2. Derselbe Versuch, aber die Extraktion wurde auf 16 Stunden ver- 
langert. Das Fallen des Farbstoffs war jetzt schwieriger, so da8 mehr 


) Spisy lék. fak. v Brné, a. a. O. 
*) Lékaiské Rozhledy, 1916. 
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Wasser notwendig war. AuBerdem wurde beobachtet, daB der Nieder- 
schlag bei Waschen mit Alkohol und Ather etwas Farbstoff verlor. Aus- 
beute ctwa 3 g $-Oxyhamin. 

Versuch zur Darstellung des Anhydrids: 1g des _ pulverisierten 
Praparates wurde in 100 ccm Methanol mit 4 ccm Kalilauge von der schon 
erwahnten Konzentration gelést, die Lésung mit 100 ccm Eisessig und dann 
mit 160 ccm Wasser versetzt und etwa !/, Stunde im Sieden erhalten. 
Ausbeute etwa 0,8 g. Dieses Priparat bestand nicht aus dem Oxyhimin- 
anhydrid, sondern aus Oxyhamin: 

0,1153 g Substanz (100°): 0,2726 ¢ CO,, 0,0533 ¢ H,O, 0,0144 ¢ 
Asche, daraus 64,50°/, C, 5,17°/, H und 8,73°/, Fe, wahrend das Oxy- 
haminanhydrid 66,33°/, C erfordert. 


If. Auf das «-Oxyhaimin und das «-Chlorhamin. 


Es wurde schon friiher!) mitgeteilt, daB durch langer dauernde Ein- 
wirkung von alkoholischer Kalilauge auf die «-Modifikation des Oxy- 
hamins, des Anhydrids und des Chlorhimins die $-Modifikation entsteht. 
Die reinen Praparate sind mehr empfindlich, namentlich gegen die methy]- 
alkoholische Kalilauge, als die prosthetische Gruppe in dem Blut. 

b) Durch Einwirkung waBriger Kalilauge konnten die 6-Modi- 
fikationen des Oxyhimins und des Chlorhamins nur aus dem Blut dar- 
gestellt werden, waihrend aus dem «-Oxyhamin, dessen Anhydrid und dem 
a«-Chlorhimin hier tiefer veranderte Produkte (Pseudohamatine) erhalten 
wurden. 

1. Defibriniertes Ochsenblut wurde mit dem gleichen Volum etwa 
5°/,iger waBriger Kalilauge 2 Stunden im Wasserbad erwarmt, nach 
24 Stunden mit Wasser verdiinnt und mit verdiinnter Essigsiure an- 
gesiuert. Der Niederschlag wurde nach AbgieBen der Fliissigkeit koliert, 
mit Wasser gewaschen, abgepreBt, zerrieben, mit Alkohol entwassert und 
nun mit oxalsdaurehaltigem Alkohol 4 Stunden extrahiert. Die Extraktion 
war schlecht, in dem PreSkuchen blieb viel Farbstoff zuriick. Auch das 
Fallen des Farbstoffs war schwieriger: der Auszug muBte mit dem zwei- 
fachen Volum der Natriumacetatlésung versetzt werden. Ausbeute nur 
etwa 1,5 ¢ §-Oxyhamin. 

Dieses Praiparat konnte nicht in der bei A, I, 2 beschriebenen Weise 
in entsprechendes Oxyhaminanhydrid iiberfiihrt werden: 

0,1217 g Substanz (100°): 0,2852 g¢ CO,, 0,0574 g H,O und 0,0155 ¢ 
Asche, daraus 63,93°/, C, 5,27°/, H, 8,90°/, Fe. Diese Zahlen entsprechen * 
dem Oxyhimin, waihrend Oxyhiminanhydrid 66,33°/, C erfordert. 

2. Die Darstellung des $-Chlorhimins aus diesem Material wurde 
friiher*) beschrieben. 





1) Diese Zs. Bd. 148, S. 99 (1925). 
2) Diese Zs. Bd. 80, S. 35 (1912). 





ee 





Uber die Modifikationen des Oxyhimins. 1 


A 


B. Durch Einwirkung von Siuren und zwar: 


a) Durch Einwirkung von Schwefelsaure: 


I. Auf das Blut. 


Es wurde in der friiheren Mitteilung') erwihnt, daB die 9-Modifikation 
des Oxyhaimins oder des Chlorhamins erhalten wurde, wenn der schwefel- 
siurehaltige Extrakt lingere Zeit vor dem Fallen stehen blieb. Es wurden 
nun mehrere derartige Versuche ausgefiihrt, bei welchen schwierigeres 
Ausfallen des Farbstoffs und weiter Herauslésen eines Teiles des Farb- 
stoffes bei dem Waschen mit Alkohol und bei der Extraktion mit Ather 
beobachtet wurde. 

Die bei der Darstellung des #-Chlorhimins extrahierte atherische 
Lésung zeigte saures Hamatinspektrum, weil hier etwas Chlorwasserstoff 
aus dem Hamin abgespalten wurde. Die bei der Darstellung des §-Oxy- 
hamins erhaltene atherische Lésung zeigte ein ziemlich empfindliches, dem 
Oxyhamin ein wenig ahnliches, aber etwas rotwirts verschobenes (I. etwa 
600—590, II. etwa 570—540) Spektrum, das nach Hinzufiigen von ver- 
diinnter Salzsiure in saures Himatinspektrum iiberging. Der nach Ab- 
dunsten des Athers verbliebene Riickstand, der zum Teil krystallisiert 
war, wurde mit Petrolaither extrahiert, wobei nur wenig Farbstoff in 
Losung ging. Der nun verbliebene Riickstand blieb léslich: 1. in Ather; 
die Lésung zeigte das beschriebene Spektrum, 2. in Chloroform; diese 
Lésung hatte folgendes Spektrum: I. etwa 650—630, II. 600—590, ITT. 565 
bis 535, 3. in Alkohol, Aceton mit demselben Spektrum wie in Ather, 
4. in Methylalkohol mit folgendem Spektrum: nur etwa 630—590, 5. leicht 
in Pyridin, Spektrum etwa I. 600—590, IT. 580—550, nach Hinzufiigen 
von Hydrazinhydrat: I. 560—545, II. 525—515, 6. sehr langsam in ver- 
diinnter Kalilauge, Spektrum etwa wie in Pyridin, 7. leicht in Eisessig, 
Spektrum: etwa I. 650—630, IT. 550—530, III. 520—490. Fast dasselbe 
Spektrum zeigte die atherische, mit verdiinnter Salzsiure angesiuerte 
Lésung. Verdiinnte Sodalésung wurde wahrend mehrerer Stunden nur 
angefarbt, verdiinnte Bicarbonatlésung gar nicht. 

Das in einer Ausbeute von etwa 3g aus 1 Liter Blut erhaltene 
6-Oxyhamin konnte in der bei A, I, 2 angefiihrten Weise in Anhydrid 
nicht tiberfiihrt werden: 


0.1158 g Substanz (100°): 0,2744 ¢ CO,, 0,0572 ¢ H,O, daraus 
64,64°/, C und 5,52°/, H, welche Zahlen dem Oxyhamin entsprechen. 


Il. Auf das Oxyhamin. 


Durch Lésen von «-Oxyhamin in mit verdiinnter Schwefelsaure an- 
gesiuertem Methylalkohol oder Aceton wurde das §-Oxyhamin erhalten.?) 


So 


1) Diese Zs. Bd. 176, S. 173 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 176, S. 173 (1928). 
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b) Durch Einwirkung von Salzsaure: 


I. Auf das Blut. 

Durch linger dauernde Einwirkung von freier Salzsiure auf den 
oxalsiiure- oder schwefelsiurehaltigen Alkohol- oder Acetonauszug wurde 
das §-Chlorhimin erhalten. Der bald ausgefallene und bald abfiltrierte 
Anteil des Farbstoffes bestand aus dem «-Chlorhimin, wahrend der spater 
ausgefallene oder zu spat abfiltrierte oder in der Mutterlauge gebliebene 
Anteil aus dem -Chlorhaimin bestand. 


If. Auf das Oxyhamin. 

Durch Lésen von g-Oxyhimin in mit verdiinnter Salzsdure an- 
gesiuertem Alkohol oder Aceton wurde der Anteil des Farbstoffes, der 
nicht bald auskrystallisierte und abfiltriert wurde, in das #-Chlorhamin 
iiberfiihrt. 

ec) Einwirkung von LElisessig: 


I. Auf das Blut. 

Durch kurzdauerndes Kochen des mit etwa 5facher Menge Eisessig 
vermischten Blutes wurde keine merkliche Veranderung der Modifikation 
beobachtet, wahrend durch langer dauerndes Erwarmen oder durch lange 
dauernde Einwirkung in der Kalte die urspriingliche Modifikation merklich 
alteriert wurde. 

1. Detibriniertes Blut wurde mit etwa 5facher Menge Eisessig und 
Kochsalz vermischt und 5 Minuten gekocht (Kontrollprobe). 

2. Das nur mit Eisessig (ohne Kochsalz) vermischte Blut wurde 
kurz aufgekocht, alsdann erst mit Kochsalz versetzt und 5 Minuten ge- 
kocht. 

Nach 24 Stunden war kein Unterschied in der Form der Krystalle 
und in der Farbung der Mutterlauge zu beobachten. 

3. Das mit Eisessig ohne Kochsalz vermischte Blut wurde im Wasser- 
bad 2 Stunden erwairmt, alsdann mit Kochsalz versetzt und 5 Minuten 
gekocht. 

Nach 24 Stunden war die Mutterlauge gegeniiber der Kontrollprobe 
mehr gefirbt und unter den Krystallen waren auch sparliche mit ab- 
gerundeten Enden sichtbar. 

4, Das mit Eisessig ohne Kochsalz vermischte Blut wurde 3—5 Tage 
stehengelassen. Nach dieser Zeit waren im Bodensatz zahlreiche braune 
wetzstein- bis linsenférmige Krystalle bemerkbar. Jetzt wurde die Probe 
mit Kochsalz versetzt und 5 Minuten gekocht. 

Nach 24 Stunden zeigte diese Probe gegen die Kontrollprobe mehr 
gefirbte Mutterlauge und zahlreiche von den Teichmannschen Krystallen 
abweichende Formen. 

Il. Auf das Oxyhamin. 


Das trockene pulverisierte «-Oxyhimin war in Eisessig in der Kalte 


an) 


wenig léslich; auch beim Kochen war es nur wenig léslich. Praparate, die 
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in Eisessig mehr léslich sind, enthalten verschiedene Menge der 3- oder 
y-Modifikation. Hierher gehéren wahrscheinlich auch die Dehydrohalogen- 
praparate von W. Kiister'), von denen die einen in Eisessig leicht, die 
anderen”) schwer léslich sind. Dies hangt meiner Ansicht nach 1. mit 
dem Ausgangschlorhamin, 2. mit dem Umstand zusammen, ob die eventuell 
wasserhaltige Base (hier Anilin) wahrend des Lésens oder erst wahrend 
des Ansauerns zur intensiveren Wirkung kam und so die «-Modifikation 
alterieren konnte. 

Das «-Oxyhamin wurde durch kurzdauerndes Kochen mit Eisessig 
nur wenig, durch langer dauerndes Kochen oder durch tagelange Ein- 
wirkung in der Kalte mehr alteriert. Diese Alterierung hangt bei Gegen- 
wart von Chloriden auch mit der Konzentration des Farbstoffs zusammen: 
bei starker Konzentration fallt das Chlorhamin bald unverandert aus, 
wahrend bei schwacher Konzentration der Farbstoff langere Zeit in Lésung 
bleibt und so der Alterierung unterliegt. Im ersten Fall werden mit dem- 
selben x-Praparat Teichmannsche Krystalle und wenig gefarbte Mutter- 
lauge, im zweiten Fall abgerundete bis spindelf6rmige Krystalle und stark 
gefirbte Mutterlaugen erhalten. 

1. Pulverisiertes «-Oxyhamin wurde mit wenig Eisessig und mit 
Kochsalz versetzt und 5 Minuten gekocht. 

2. Dieselbe Probe, aber mit mehr Elisessig. 

Nach 24 Stunden: Probe Nr. 1 zeigte wenig gefarbte Mutterlauge, 
Teichmannsche Krystalle. Probe Nr. 2 mehr gefarbte Mutterlauge, 
Krystalle mit abgerundeten Enden bis wetzsteinférmig. 

3. Dieselbe Probe wie in Nr. 1, aber zuerst kurzdauerndes Kochen 
mit Eisessig ohne Kochsalz. Gegeniiber der Probe Nr. 1 wurde zuletzt 
mehr gefarbte Mutterlauge und neben den Teichmannschen Krystallen 
auch solche mit abgerundeten Enden erhalten. 

4. Dieselbe Probe, aber zuerst linger dauerndes Kochen im Wasser- 
bad ohne Kochsalz. Zuletzt zeigte die Probe stark gefarbte Mutterlauge 
und neben sparlichen Teichmannschen Krystallen hauptsachlich solche 
mit abgerundeten Enden und wetzsteinférmige Formen. 

5. Dieselbe Probe, aber das Oxyhamin wurde zuerst 3 Tage im 
kalten Eisessig ohne Kochsalz belassen. Diese Probe war zuletzt der 
vierten Probe gleich. 

d) Einwirkung der Oxalsaure: 


I. Auf das Blut. 

Das schon friiher’) iiber die Extraktion Mitgeteilte méchte ich noch 
in folgendem ergiinzen: Der Farbstoff wird mit oxalsaurehaltigem Aceton 
aus dem zerriebenen Blutkoagulum schneller extrahiert, wenn Chloride 





1) Diese Zs. Bd. 40, S. 408 (1904 
*) Diese Zs. Bd. 172, S. 72 (192 


) 
7). 
3) Diese Zs. Bd. 176, S. 173 (1928 


). 
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vorher nicht entfernt waren. Wenn die Extraktion nicht lange (nur etwa 
*/>—1 Stunde) dauert und wenn nicht zu wenig Extraktionsmittel (wenig- 
stens 1200 ccm auf 1 Liter Blut) angewendet wird, krystallisiert das 
Acetonchlorhamin wahrend dieser Extraktion nicht aus. Der nach dem 
Kolieren in dem Ungelésten verbliebene Restfarbstoff wird am besten 
durch wiederholtes Auswaschen noch auf der Leinwand mit Aceton unter 
Umriihren mit einem Glasstab und zuletzt durch Abpressen herausgeholt. 
Der PreSkuchen bleibt dann nur sehr wenig gefarbt. Bei dieser Arbeits- 
weise kann also das Auswaschen der Chloride aus dem Blutkoagulum 
unterbleiben. 

1. Um die eventuelle Einwirkung der Oxalsiure auf die prosthetische 
jruppe zu studieren, wurde der filtrierte Auszug 3—5 Tage stehengelassen. 
Da die Lésung hier nicht konzentriert war, wurde kein Bodensatz von Chlor- 
hamin, trotzdem die Chloride nicht entfernt waren, beobachtet. Erst nach 
3—5 Tagen wurde der Farbstoff durch Natriumacetatlésung gefallt. Es 
wurden zuletzt etwa 4,5 g «-Oxyhamin erhalten. Die Oxalsaure verursachte 
also wahrend einiger Tage keine merkliche Alterierung der Farbstoff- 
modifikation. 

2. Hier méchte ich noch erwahnen, daB der Farbstoff auch durch 
Hinzufiigen von festem Kaliumcarbonat zu dem Extrakt fast vollstaindig 
zur Ausscheidung gebracht werden konnte. Der teils aus ziemlich groBen, 
griin gefirbten und zu Drusen gruppierten Tafelchen, teils nur aus Kérnern 
zusammengesetzte Bodensatz war léslich in Wasser, Methanol, Eisessig, 
weniger in Alkohol, nicht in Aceton und Ather und bestand danach aus 
dem Oxyhaminkalium. 


If. Auf das Oxyhamin. 

Das trockene und pulverisierte «-Oxyhaimin war in oxalsaurehaltigem 
Aceton oder Alkohol nur gering léslich. Bei dem Kochen ging etwas mehr 
Farbstoff in Lésung, aber auch nur wenig. Der Riickstand bestand aus dem 
unverainderten «-Oxyhimin. Nur in dem Anteil, der in Lésung ging, kénnte 
die $-Modifikation gesucht werden. Praparate, die in oxalsaurehaltigem 
Aceton oder Alkohol ziemlich léslich sind, enthalten wahrscheinlich die 
8- oder die w-Modifikationen. 

Bemerkung zu der Himinprobe. Die Vergleichsproben mit ver- 
schiedenen Priparaten miissen nach dem bei B, c, Il Gesagten etwa gleich 
und entsprechend stark konzentriert sein. 

Bemerkung zu der Kalisalzprobe. Es wurde beobachtet, daB 
mit demselben Praparat desto bessere und schnellere Krystallisation er- 
zielt wurde, je alteres Reagens (100 ccm Methanol, 150 ccm Athanol, 
10 ccm Kalilauge von folgender Konzentration: 2 Teile festes KOH auf 
3 Teile Wasser) zur Verwendung kam. 





| 
| 
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Neue Anordnungen am Respirometer. 
Von 


Sven Steffenburg. 


\ Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juni 1928.) 


Gasentwicklungs- bzw. Gaszehrungsvorginge sind friiher 
mit den verschiedensten Apparaten') gemessen worden, von 
denen die nach Barcroft umgebildete manometrische An- 
ordnung Otto Warburgs sich besonders brauchbar er- 
wiesen hat und vielfach angewandt wurde. Bei derselben wird 
der O,-verbrauchende Vorgang mit Druckablesung bei kon- 
stantem Volumen verfolgt. Diese Methode ist frtther vielfach 
im hiesigen Laboratorium verwendet worden. Da es aber 
manche Vorziige hat, Girungsgeschwindigkeit nach vy. Euler 
und Myrbick?) und nach R. Nilsson’) mit Volumablesung 
bei konstantem Druck zu verfolgen, und da diese Methode 


1) Siebeck, Abderh, Biochem. Arbeitsm. Bd. VIII, S. 12 (1915); 
Krogh, Abderh. Biochem. Arbeitsm. Bd. VIII, S. 519 (1915); Warburg, 
Biochem. Zs. Bd. 100, S. 230 (1919); Bd. 110, S. 66 (1920); Bd. 142, S, 324 
(1923); Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 178, 8. 395 (1926). 


*) Grafes Handbuch der organischen Warenkunde Bd. I, 2, 8. 333 
(1927). 


5) Oppenheimer u. Pincussen, Methodik der Fermente: Myr- 
bick u. v. Euler, Mikromethodik zur CO,-Bestimmung bei Girungs- 
versuchen. 


eles a 
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taglich zur Anwendung kommt, war es wiinschenswert, di- 
rekter Vergleichbarkeit wegen eine Methode zur Messung von 
Atmungsgeschwindigkeit nach demselben Prinzip verwenden 
zu koénnen. Am einfachsten und geeignetsten schien die An- 
ordnung von R. Nilsson zu sein. Sie verlangte nur fiir den 
Zweck eine angemessene Dimensionierung und Abanderung 
von Kinzelheiten. 

Der neue Apparat kann kurz beschrieben werden (s. Fig. 1) 
als eine vertikale capillare Gasbiirette (etwa 0,6 mm innerem 
Durchmesser), in Kubikmillimeter gradiert und durch einen 
Dreiweghahn teils mit der atmosphirischen Luft, teils mit dem 
ReaktionsgefaiB verbunden. An diese capillare Verbindung 
greift eine elektromechanische Schiittelanordnung an, die die 
Biirette um ihre Langsachse hin und her dreht. Dadurch 
kann die Ablesung an den einzelnen Biiretten gemacht werden, 
ohne daB das Schiitteln eingestellt wird.!) Das Reaktions- 
gefiB ist mit Gummipfropfen oder Gummiligatur, oder auch 
durch Glasschliff an derselben Verbindung befestigt. Die Bi- 
rette steht vermittelst eines Gummischlauchs in Verbindung 
mit dem NiveaugefaB, das ein Stiick des Biiretteréhrchens ent- 
hilt, um die Eliminierung der Capillaritit zu gestatten. Sperr- 
fliissigkeit ist Wasser + 1°/, Hyoglykocholat + 1°/, NaF 
+ 0,1°/, Na,CO,. Die ReaktionsgefaBe tauchen wihrend der 
Versuchszeit in das Wasser eines elektrisch geheizten und 
regulierten Thermostaten. Am Anfang und Ende der Versuche 
kénnen sie durch einfaches Heben und Drehen der Biirette 
aus dem Wasser des Thermostaten gehoben werden. Die Ge- 
stalt der ReaktionsgefaiBe (vgl. Fig.1 und 2) ist je nach dem 
Zweck verschieden und ebenso die Ablesungsmethodik je nach 
der GréBe der ReaktionsgefiBe und der Gasentwicklungs- bzw. 
-zehrungsgeschwindigkeit. Als allgemeines Prinzip gilt még- 
lichst kleines Volumen bei méglichst groBer freier Oberfliche 
der O,-absorbierenden Phase. Bei Verwendung von Lisungen 


1) Natiirlich kann diese Art der Schiittelbewegung auch bei mano- 
metrischen Messungen, auch in Gemischen von O, und CO,, zur An- 
wendung kommen. Eine solche Anordnung habe ich jedoch nicht ge- 
priift. 
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erwies es sich vorteilhaft, durch Kinfiihrung von Glasstaibchen 
oder dergleichen die Oberfliiche zu vergréBern und die Schiittel- 
wirkung zu steigern. In dieser Weise wurden neuerdings die 
Versuche von N. Neuenschwander!) ausgefiihrt. Als Beispiel 
fiir die Genauigkeit der Methoden und die Anwendbarkeit der 
Apparatur, die ich bereits in mehreren Untersuchungen?) an- 
gewandt habe, werden folgende Versuche angefiihrt. 





Nell, SS Fig. 1. 


” ny = a A Atmungsgefa6. 
* aera 
P| ) B Capillare Gasbitrette. 


; D Dreiwegehahn. 
Fie E Einsatz. 

G Gitter zum Aufhingen des Niveaugefabes. 
| fee i N Niveaugefab. 


* S Schiittelvorrichtung. 





| : ie 7 Thermostat. 








Capillare Verbindung 





Gummischlauch 














Hi 
| Loch 
ii ~ Lochréhrchen 
Flaches Gefib ~~~ Prdparatréhrchen 
| A BY 
Fig. 1. Fig. 2. 


Girungsversuch. Vergleichung der neuen Methode mit der von 
Euler-Myrbick. Jedes Reaktionsgefi8 enthiilt folgende Girungs- 
mischung. 


0,05 g 'Trockenunterhefe, 

0,05 g Glucose, 

0,025 g Phosphatmischung py = 6,5, 
0,03 cem 10°/,ige Zymophosphatlésung, 
1,0 cem Wasser. 


1) N. Neuenschwander, Biochem. Zs. Bd. 199 (1928). 
?) Euler u. Steffenburg, Diese Zs. Bd.175, S.38 (1928); Svenska 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 48 (1928). 
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Mikrogirung nach Euler-Myrbick in cem CQ,. 




















acd ecm CO, ecm CO, | 
Zeit sa” ——— | 
17°00" 0,0 0,0 
50 1,2 2,4 | 
4 
18 00 1,6 io 2,8 0, | 
0,4 0,4 
10 2,0 3,2 
| 0,4 0,3 
20 2.4 8,5 
0,3 0,3 
80 2,7 pes 8,8 ae 
40 3,0 is 4,2 ; | 
Die Girungsgeschwindigkeit um 18"15™ ist somit 0,36 ccm/10 Min. 
+ 0,017, d.i. etwa 5°/, mittlerer Fehler. Ablesungsdauer 50 Min. 


Die neue Methode. Fiinf parallel arbeitende Apparate. Flaches 
ReaktionsgefiB (Fig. 2.4) von etwa 10 cem Volumen. 













































































: 2 3 ‘ 5 cmm ecm 
Zeit emm | Zeit emm| Zeit emm|] Zeit cmm| Zeit emm| ~? ™ 
17"50,0™ 50,5 51,0 51,5 52,0 
10 10 10 10 10 
52,5 53,0 53,5 54,0 54,5 
127 155 130 140 145 
117 | 145 120 130 135 | 130 | 0,52 
18"00,0™ 00,5 01,0 01,5 02,0 
10 10 10 10 10 
02,5 03,0 03,5 04,0 04,5 
SE: SE. OE. nih, .... a Tn 
120 | 110 112 107 103 | 110 | 0,44 
18" 10,0" 10,5 11,0 11,5 12,0 
10 10 10 10 10 
12,5 13,0 13,5 14,0 14,5 
115 110 109 108 100 ; 
105 | 100 | 99 | 98 | 90 | 95 | 0,39 
Die letzte Versuchsserie ergibt nach Korrektion zu 18" 15": 
97 | 94 | 96 | 98 | 92 | 95 | 0,38 
Somit ist die Girungsgeschwindigkcit um 18"15™ 0,38 cem/10 Min. | 
+ 0,004, d.i. etwa 1°, mittlerer Fehler. Ablesungsdauer 5 Min. Die 
] 


Genauigkeit der Giirungsgeschwindigkeit pro Zeit und Menge 
Giirungsmischung ist demgemiB nach dieser Methode etwa 
50mal gréber als nach der von Euler und Myrbiick. 
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Sauerstofizehrung. Flache GefiBe, in jedem 2,0 cem Wasserlésung, 
5 °/, Glucose und 5°/, NaOH enthaltend. 



































Mittlerer 

Zeit cmm QO, Mittel Fehler 

. ers es Se 
| IF et gn TAT | “ay 187 | "Gs 80) "Oe an) OP are iee me gee 
a0 1 7a 200 | “op 1961 “g, 198| “on 108) “26 taetast aa | oe 
| ee Ley MOL ig, 200 | o; 8] Oe ae eke ae Pag 
) AD PGs 208 | fog 1051 7g, 102] 799 101 | 0" 106 | 104,0+1,0] 0,96 
7 1 Tite 88l iso 90] oe 86/109 88] 207 90] 834208] 0.90 
sol as 71 4s | a7 89] ge 70| 15 68) 10,2209) 1,2 
OL ce Wi ce Wing tl Ol GE Cea 
a eh ee ia ‘eg 58 | eo 52] 55,441,5| 2,8 











Der mittlere Fehler, der einen besonderen Gang zeigt, betrigt 
somit im Mittel 2 °/). 


Atmungsversuch. GefiBe von Erlenmeyerform (Fig. 1, etwa 15 cem 
Volumen) mit KOH-Einsatz. Reaktionsmischung: 
0,5 g Trockeniiberhefe. 
5 cem 10°/,ige Phosphatpuffer p,, = 6,8. 
4ccm 10 °/,ige Zymophosphatlésung. 
5 cem Hefekochsaft. 
6 cem Wasser. 


& 20cem Davon 1,0 eem in jedem Gef iB. 























Mittlerer 

Zeit emm Q, Mittel “— 
og 00 | oo 68 el  @ Mig 7] ge 88| 5. 60] 71,0438] 5,3 
95 | pg 51] 124 60] 128 53] 118 59/187 70/129 55] sa4sas] 48 
"7 i aa 8] 45 60] an 64| “20/58 th) 59] 63,0425 | 3,9 
sutes@t ee be 61{ by 28| ay 62| 2s 58] 59,340,7] 1,2 

















_ Der mittlere Fehler, der im Mittel 4 °/, betriigt, zeigt hier auch 
eimen Gang. 
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Respiratorischer Quotient. ReaktionsgefaiBe: Priiparatréhrchen (Fig. 2 B) 
von etwa 2 ccm Volumen, teils ohne, teils mit KOH-Einsatz in Loch- 
réhrehen von etwa 0,3 cem Volumen. Junge Blatter von Betula verru- 
cosa. 0,37 g Frischgewicht in jedem Réhrchen. 















































KOH- emm Gaszehrung emm 0, | emm CO, | CO, 
Kinsats mit ohne mit ohne mit Stunde | Brande | 0, 
145 50™| 122 129 116 149 156 
14 12 

52 | 108 |, 126 ‘ 104 wi 146 : 145 me 

b4 | 94 1 121, | 91 4, | 148 | | 133) 

66] 79, 118, | 79 ve 139, | 122 |, 

58 | 65, 115, | 67 4 | 184, | 111 ,, 
15 00 | 50 5) 112, | 54) | 180, | 99 Pe 

02 | 36 109 43 126 88 

14 3 12 2 12 

04 | 22 ,,| 106, | 815, | 124, | 16 ,, 

06 | 7 | 104 21 123 64 
= 16" 115, 24 | 95| 26] 92] 362 293 | 0,81 

| | 
15" 10™] 127 127 112 .. | 120 124 
¢ 3 i 

12 | 109 “ 124 ; 99 A 114 , 111 7 

4] 98 | 100, | OO | M, | OO, 

6] TT | St, | Me, | 

8 | 61, | 115, | 6255/1085. | 69 1, 

20] 45, [| 112, | 50,,/102, 57 ,, 

22 29 vee 110 m 38 ve | 100 : 42. 

24 | 13 107 26 | 98 =| «29 | 
= 14" 114] 20 | 96 | 22 | 95 | 433 343 | 0,79 











Spiter nimmt die Sauerstoffzehrung stark ab. Mittlerer Fehler 
der Sauerstoffzehrung und CO,-Entwicklung, wenn von Ungleichheit | 
des Materials abgesehen wird, betrigt 0,5°/, und somit der Fehler des 
Quotienten etwa 1 °/). 














Zur Konstitution des Comprals. 
Von 
P. Pfeiffer und R. Seydel. 
Mit 8 Figuren im Text. 








™ 


\ (Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn a. Rb.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1923. 


Nach einer vor kurzem erschienenen Mitteilung von 
P. Pfeiffer und O. Angern!) ist das Compral?) eine echte 
chemische Verbindung yon Pyramidon und Voluntal CCl,- 
CH,-O-CO-NH, mit dem Molekularverhiltnis 1:1 der Kom- 
ponenten. 

Uns interessierte nun die Frage, inwieweit man die beiden 
Komponenten des Comprals durch nahverwandte Substanzen 
ersetzen kann, ohne daf die Fabhigkeit zur Bildung von Molekil- 
verbindungen verschwindet. Wir hofften so einen wesentlichen 
Beitrag zur Frage nach der Konstitution des Comprals zu er- 
halten. 

Zunichst wiederholten wir die Versuche von Pfeiffer und 
Angern. Wir konnten ihre Resultate bestitigen; unser Auftau- 

| Schmelzdiagramm der Pyramidon-Voluntalgemische (Kurven- 
bild I) stimmt innerhalb der Versuchsfehler mit dem Pfeiffer- 
Angernschen Diagramm iberein. Dann ersetzten wir in der 
Kombination Pyramidon + Voluntal die Pyramidonkomponente 
durch Acetylaminoantipyrin und Antipyrin selbst, und 
nahmen die Auftau- und Schmelzkurven der neuen Systeme 
, auf (Kurvenbilder II und II]). Diese zeigen zwar einwandfrei, 

1) Pharm. Ztg. 1926, Nr. 19. 

*) Dargestellt von der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, 
dem wir fiir die Uberlassung wertvoller Praparate unseren besten Dank 
aussprechen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXAVIII, 6 
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daf Antipyrin und Acetylaminoantipyrin mit Voluntal Molekil- 
verbindungen im Molekularverhaéltnis 1:1 muiteimander geben, | 
doch lieBen sich diese wegen ihrer leichten Zersetzlichkeit nicht | 
in reiner, krystallisierter Form isolieren. Das ist aber der Fall | 
bei der Verbindung aus Sarkosinanhydrid und Voluntal, der 
die Formel: 








1 Sarkosinanhydrid, 1 Voluntal 


zukommt; sie bildet kleine, glanzende Blattchen vom Schmelz- 
punkt 73°, Das Auftau-Schmelzdiagramm der Sarkosin- | 
anhydrid-Voluntalgemische (Kurvenbild IV) zeigt ganz ein- | 
deutig die Existenz dieser scharf schmelzenden Molekilverbin- 
dung an; der domférmige Teil der Schmelzkurve hat sein 
Maximum bei etwa 74°. 

Wir sehen also, daB die Dimethylaminogruppe des Pyrami- 
dons bei der Bindung des Voluntals keine wesentliche Rolle 
spielt. Die Restaffinitat des Pyramidons geht in der Haupt- 
sache von der Séureamidgruppe aus. 

Um nun festzustellen, welche Atome des Voluntals zur 
Bindung des Pyramidons und verwandter Verbindungen un- 
entbehrlich sind, ersetzten wir zunichst das Voluntal durch 
sein N-Monophenylderivat CCl,-CH,:-O-CO:NHC,H;. Es tritt 
eine merkbare Abschwichung des Bindungsvermégens ein; 
weder Pyramidon noch Acetylaminoantipyrin werden an- 
gelagert; die Auftaulinien bilden einfache horizontale Gerade 
ohne Knieke; die Sehmelzpunktskurven haben weder einen 
domférmigen Teil noch zeigen sie auf einem der beiden Ast 
einen Knick. Ganz anders ist aber das Verhalten von Anti- 
pyrin und Sarkosinanhydrid. Es lieBen sich die gut 
krystallisierten Molekiilverbindungen: 

LAntipyrin, 1 Phenylvoluntal 
kleine, farblose Nadeln, Schmelzp. 70° 
und 
L Sarkosinanhydrid, 2 Phenylvoluntal 
gut ausgebildete, hexagonale Saulen; Schmelzp. 121° 
isohioren. Sie haben seharfe Schmelzpunkte, entsprechend der 
Tatsache, daf die zugehdérigen Sehmelzkurven gut ausgeprigte 
Maxima besitzen (Xurvenbilder V und V1). 
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Vollig erloschen ist die Additionsfahigkeit der Voluntal- 
| komponente, wenn in ihr beide NH,-Wasserstoffatome durch 
| Methylgruppen oder durch eine Methyl- und eine Phenylgruppe 
ersetzt sind. 


CCl,-CH,-0-CO-N(CH,), CCl,-CH,-O-CO-NC _ 





n-Dimethylvoluntal n-Methylphenylvoluntal. 


Antipyrin, Pyramidon und Sarkosinanhydrid krystallisieren 


C} 

- 

pet 
+ 

"4 


aus ihren Loésungen in flussigem n-Dim ethylvoluntal 
unverdndert aus. Die Auftau-Schmelzdiagramme der Systeme 
aus n-Methylphenylvoluntal einerseits und Antipyrin, Acety]- 
aminoantipyrin, Pyramidon und Sarkosinanhydrid andererseits 
weisen keine Anzeichen fiir die Existenz von Molekilverbin- 
dungen auf; die Auftaukurven sind horizontale Linien ohne 
1 Fallen 
bestimmt) bestehen aus je zwei Asten, die sich im eutektischen 

Punkt schneiden. 

Ist somit zum mindesten ein Wasserstoffatom der NH,- 
Gruppe des Voluntals zur Bindung der zweiten Komponente 
inentbehrlich, so fragt es sich jetzt noch, welche Funktion den 
Chloratomen des Voluntals zu&kommt. Wir haben daher die 
Additionsfahigkeit von Urethan und Phenylurethan naher 

CH,-CH,-0-CO-NH, und CH,-CH,-0-CO-NH-C,H, 

Urethan n-Phenylurethan 


Knicke, die Schmelzkurven (sie wurden nur in zwei 


untersucht, mit’ dem Ergebnis, da8 durch den Ersatz der Chlor- 
atome des Voluntals und Phenylvoluntals durch Wasserstoff- 
atome die Additionsfahigkeit zwar nicht aufgehoben, aber sehr 
stark geschwacht wird. 
Urethan vermag unter den von uns eingehaltenen Be- 
dingungen weder Antipyrin noch Pyramidon 2zu_ binden, 
-Phenylurethan ist indifferent ge 3 


Sq 


halten gegen Antipyrin wurde nicht untersucht). Beide Ure- 
thane vereinigen sich aber noch mit Peel und 
geben die schén Behe allisierten Molekulverbindungen: 
1 Sarkosinanhydrid, 2U woh 
farblose, spréde Nadeln; oe 70° 


1 Sarkosinanhydrid, 2 Phenvlurethan 


’ 
a 
o 
o~ 
~ 


’ ? 3 ? 1, — ™ 
farblose, groBe, glinzende Blattchen; Schm 














S4 P. Pfeiffer und R. Seydel, 


deren Existenz auch aus den betreffenden Auftau-Schmelz- 
diagrammen (Kurvenbilder VII und VIIT) entnommen werden 
kann. Die Schmelzkurve des ersteren Systems zeigt einen 
scharfen Knick, der gerade beim Molekularverhaltnis 1:2 
hegt, die Schmelzkurve des zweiten Systems ein ausgeprigtes 
Maximum, ebenfalls beim Molekularverhaltnis 1 : 2. 

Die Resultate dieser Arbeit fiihren uns zum SchluB, dab 
im Compral eine Restaffinititsabsattigung zwischen den NH,- 
Wasserstoffatomen (einem oder beiden) des Voluntals und dem 
Siiureamidrest des Pyramidons stattfindet, und daB die Stirke 
dieser Absittigung ganz wesentlich von den einzelnen Gruppen 
und Atomen der Komponenten abhingt. 

Lokalisieren wir die Restaffinitit des Siureamidrestes des 
Pyramidons am Carbonylsauerstoff, von dem wir ja wissen, dah 
er stark ungesiittigt ist, so ergibt sich fiir das Compral das 
folgende Formelbild: 

CH,—C—-C—N(CH,), 
CH,—N bo. H,N—CO—CH,—CCI, . 
i 
N 
| 
C,H, 

Diese Formulerung bringt das Compral in nahe kon- 
stitutionelle Beziehung zu der im Veramon, im Gemisch mit 
Pyramidon, enthaltenen monomolekularen Vereinigung von 
Pyramidon und Veronal, bei der die Restaffinititsabsittigung 
wahrscheinlich zwischen dem Séureamidrest des Pyramidons 
und dem Wasserstoff der NH-Gruppen des Veronals erfolgt.?) 


Versuchsteil. 


1. Pyramidon + Voluntal. 


Das uns von der I. G. Farbenindustrie, A.-G., Werk Elberfeld iiber- 
lassene Voluntal wurde aus Ligroin umkrystallisiert und dann sorgfiltig 
vetrocknet. Schmelzpunkt des reinen Voluntals 64°. Uber die Isolierung 
der reinen Molekiilverbindung 1:1 siehe P. Pfeiffer und O. Angern, 
Pharm. Ztg. Bd. 71, 8S. 294 (1926). 


') Diese Zs. Bd. 154, S. 276 (1926); Bd. 167, S. 1 (1928). 








| Zur Konstitution des Comprals. 85 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild I). 


Gewichtsprozente Voluntal: 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Auftaupunkte: 

106 85 74 74 74 66 45 45 45 45 63 
Schmelzpunkte: 

107 103 97 84 76 75 72 64 49 58 64 


Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzkurve besitzt ein deut- 
liches Temperaturmaximum bei dem Molekularverhaltnis 1: 1 der Kom- 
\ ponenten. 


2. Acetylaminoantipyrin + Voluntal. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild II). 


Gewichtsprozente Voluntal: 
0 10 20 30 40 43 47 50 60 66 70 80 86 90 95 100 


wp 


Auftaupunkte: 
198 102 96 96 96 98 62 51 51 51 51 51 51 51 51 63 


Schmelzpunkte: 
200 — — — — — -) 150 130 110 102 82 64 56 60 64 


Das nach diesen Daten gezeichnete Kurvenbild weist in der Schmelz- 
kurve einen deutlichen Knick auf, der unter Beriicksichtigung der Form der 
Auftaulinie die Existenz einer Verbindung mit dem Molekularverhaltnis 
1:1 anzeigt. Alle Versuche, diese Verbindung in reiner, krystallisierter 
form zu erhalten, verliefen negativ. Aus einer methylalkoholischen Lésung 
des Komponentengemisches schieden sich nacheinander groBe, rhombische 
Platten von Acetylaminoantipyrin (Schmelzp. 200°) und derbe, kurze 
Nadeln von Voluntal (Schmelzp. 64°) aus. Auch Chloroform eignete sich 
nicht als Krystallisationsmittel; es krystallisierte stets reines Acetylamino- 
antipyrin aus. 


3. Antipyrin + Voluntal. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild ITI). 
Gewichtsprozente Voluntal: 
0 10 20 30 40 46 48 50 51 55 60 64 67 70 73 80 90100 


—e 


1) Diese Schmelzpunkte konnten wegen allzu leichter Zersetzlichkeit 
der Gemische nicht aufgenommen werden. 
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Auftaupunkte: 
110 48 46 46 46 46 47 46 40 30 30 30 30 30 30 30 30 68 | 


Schmelzpunkte: 
112 106 99,5 91 77 67 63 58 55 54 50 46 41 39 41 48 56 64 


Der scharfe Knick in der nach diesen Daten gezeichneten Schmelz- 
kurve wie auch die Form der Auftaukurve weisen deutlich auf eine Molekiil- ‘ 
verbindung von Antipyrin und Voluntal (Molekularverhaltnis 1:1) hin. 

Es ist uns aber ntcht gelungen, diese Verbindung in reiner, krystallisierter 
Form zu erhalten. Weder aus Alkohol, noch aus Benzol und Chloroform 
schieden sich bei wechselndem Gehalt der Gemische an Antipyrin Kry- 
stalle der gesuchten Verbindung ab. 


\ 
4. Sarkosinanhydrid + Voluntal. i) 
Zur Darstellung der Molekiilverbindung 1:2 schmilzt man 0,08 g 
Sarkosinanhydrid und 0,22 g Voluntal zusammen und lést die wieder 
erstarrte Masse in 4 cem warmem Ligroin. Schon nach kurzer Zeit scheiden 
sich aus der klaren Lésung kleine, glanzende Blaittchen aus, deren Schmelz- 
punkt in Ubereinstimmung mit der Maximaltemperatur der Schmelzkurve 
bei 73° liegt. Trocknen der Krystalle im Vakuum neben A-Kohle. 
0,1168 ¢ Substanz gaben 11,2 ccm N (20°, 734 mm). 
C,2H,,0,N,Cl, Ber. 10,63°/, N Gef. 10,79°/, N. 
Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild IV). 
Gewichtsprozente Voluntal: 
0 20 40 50 60 70 80 85 90 95 100 
Auftaupunkte: 
145 67 67 67 #67 67 52 52 52 52 638 
Schmelzpunkte: 
146 131 110 96 76 72 70 60 58 62 64 
Nach diesen Daten zeigt die Schmelzkurve der Sarkosinanhydrid- 
Voluntalgemische ein deutliches Maximum, welches der Verbindung 1 : 2 
entspricht. 
5. Pyramidon + n-Phenylvoluntal. 
Das durch Umkrystallisieren aus Ligroin gereinigte und neben 


A-Kohle bei 70° im Vakuum getrocknete Phenylvoluntal, das uns von 
der Il. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld, itiberlassen worden war, schmolz 
bei 87°. 
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Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente n-Phenylvoluntal: 
0 10 20 30 40 50 58 62 65 70 80 90 100 


Auftaupunkte: 
106 75 35 29 29 29 29 29 29 29 29 31 = 85 


Schmelzpunkte: 
107 103 98 90 79 63 47 35 3346 68 79 87 


Da die Schmelzen dieses Systems in der Nahe des Eutektikums 
auBerordentlich zahfliissig sind, so miissen die Komponenten besonders 
gut gemischt und pulverisiert, und die Gemische langsam erhitzt werden; 
sonst erhalt man leicht zu hohe Werte. Die angegebenen Zahlen sind Mittel- 
werte aus mehreren Daten, die nahe beieinander liegen. 

Die beiden Kurvenaste der nach den obigen Daten gezeichneten 
Schmelzlinie zeigen keine Knicke; eine Verbindung zwischen den Kom- 
ponenten existiert also nicht. 


6. Acetylaminoantipyrin + n-Phenylvoluntal. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Phenylvoluntal: 
0 20 30 40 50 60 70 80 85 90 100 


Auftaupunkte: 
198 69 69 69 69 69 69 69 69 69 85 


Schmelzpunkte: 
200 188 180 173 162 145 126 79 78 81 87 


Das nach diesen Daten gezeichnete Kurvenbild enthalt keine An- 
zeichen fiir die Existenz einer Molekiilverbindung zwischen Acetylamino- 
antipyrin und n-Phenylvoluntal. 


7. Antipyrin + n-Phenylvoluntal. 


Zur Darstellung der Molekiilverbindung 1:1 schmilzt man _vor- 
sichtig 0,13 g Antipyrin und 0,17 g Phenylvoluntal zusammen und 1aBt 
das Gemisch langsam erkalten. Dann lést man die erstarrte Masse in 1,2 ecm 
warmem Benzol und 1a8t die Lésung auskrystallisieren. Schdne, strahlen- 
formig gruppierte, farblose Nadelchen, die mit etwas Alkohol gewaschen 
und im Vakuumexsiccator neben A-Kohle getrocknet werden. Der 
Schmelzpunkt der Verbindung liegt bei 70°. 

0,1522 ¢ Substanz gaben 12,3 com N (24°, 758 mm). 

CygH903N,Cl, Ber. 9,20°/, N Gef. 9,26°/, N. 


y 
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Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild V). 


Gewichtsprozente Phenylvoluntal: - 
0 20 30 40 45 50 60 70 75 80 85 90 100 | 


Auftaupunkte: 0 
110 65 65 65 65 65 52 50 58 50 50 50 85 


Schmelzpunkte: 
112 102,5 95 85 75 68 69 64 57 58 67 76 87 
Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzkurve besitzt ein deut- 


liches Temperaturmaximum bei 69,59; es entspricht dem Molekular- } 
verhaltnis 1:1 der Komponenten. 


8. Sarkosinanhydrid -++ n-Phenylvoluntal. 


Zur Darstellung der Molekiilverbindung 1:2 schmilzt man 0,08 g 
Sarkosinanhydrid und 0,32 g Phenylvoluntal zusammen, lést die erstarrte 
Schmelze in 2 cem Alkohol und la8t langsam auskrystallisieren. Einheit- 
liche, farblose, gutausgebildete, hexagonale Séulen vom Schmelzp. 121°, 
die einen intensiv bitteren Geschmack besitzen. Trocknen auf Ton im 
Vakuum neben A-Kohle. 

0,1224 g Substanz gaben 9,0 com N (21°, 755 mm). 

C.9H,,O,N,Cl5 Ber. 8,25°/, N Gef. 8,48°/, N. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild VI). 
Gewichtsprozente n-Phenylvoluntal: 


0 20 40 50 60 70 80 90 95 100 


Auftaupunkte: 
145 105 105 105 105 105 1138 85 85 85 


Schmelzpunkte: 
146 140 125 111 112 118 120 116 104 = 87 


Das nach diesen Daten gezeichnete Kurvenbild zeigt deutlich die 
Kixistenz einer Molekiilverbindung 1:2 an. 


9. Antipyrin + n-Methylphenylvoluntal. 


Das uns von der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, zur 
Verfiigung gestellte Methylphenylvoluntal schmolz nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol bei 38°. 

Daten zur Auftauschmelzkurve. | 
Gewichtsprozente Methylphenylvoluntal: | 
0 20 30 50 60 80 90 95 100 
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Auftaupunkte: 
110 34 34 34 34 34 34 34 36 


Schmelzpunkte: 
112 106 102 91 84 64 46 36 38 


Die Schmelzkurve besteht aus zwei Asten, die keine Knicke besitzen; 
die beiden Komponenten geben also keine Verbindung miteinander. 


10. Acetylaminoantipyrin -+ n-Methylphenylvoluntal. 


Es wurde in diesem Falle nicht das ganze Auftauschmelzdiagramm 
bestimmt, sondern nur die Taupunktslinie festgelegt. Da diese bei der 
konstanten Temperatur von 35° horizontal ohne Knick verliuft, so 
geben die Komponenten keine Verbindung miteinander. 


11. Pyramidon + n-Methylphenylvoluntal. 


Da sich der Untersuchung des vollstandigen Auftauschmelzdiagramms 
experimentelle Schwierigkeiten entgegenstellten, so wurde nur die Auftau- 
linie festgelegt. Diese hat einen horizontalen Verlauf ohne Knick und ent- 


spricht einer Temperatur von 32°. Es existiert also keine Verbindung 
zwischen den Komponenten. 


12. Sarkosinanhydrid + n-Methylphenylvoluntal. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Methylphenylvoluntal : 
0 20 40 50 63 80 9095 100 


Auftaupunkte: 
145 34 34 34 34 34 34 34 36 


Schmelzpunkte: 
147 142 135 129 119 100 84 71 38 


Das nach diesen Daten gezeichnete Auftauschmelzdiagramm zeigt 
mit Sicherheit, daB die beiden Komponenten keine Verbindung miteinander 
geben. Die Auftaulinie bildet eine horizontale, knicklose Gerade (Temp. 34°); 
die Schmelzkurve besteht aus zwei knicklosen Asten, von denen der eine 
fast tiber den ganzen Bereich des Diagramms geht. 


13. Antipyrin + Urethan. 


Um méglichst reines Urethan zu erhalten, wurde das kaufliche 
Produkt zunichst destilliert und dann aus Alkohol umkrystallisiert. Gut 


ausgebildete Prismen vom Schmelzp. 50°. Trocknen neben Phosphor- 
pentoxyd. 
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Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Urethan: 
0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 


Auftaupunkte: 
110 28 28 28 28 28 28 28 28 47 


Schmelzpunkte: 
112 96 82 63 33 34 40 44 48 50 


Da die Taupunkte des Systems nur wenig tiber Zimmertemperatur 
liegen, so darf man, um ein Erweichen der Gemische beim Verreiben zu 
vermeiden, die Einwagen der fein pulverisierten Komponenten nur lose 
mit dem Spatel durchmischen. Hat man die Gemische in die Schmelz- 
punktsréhrchen gebracht, so werden sie mit einem am unteren Ende 
etwas abgeplatteten Glasstibchen gut festgestampft. Man erhalt so bei 
Kontrollbestimmungen gut iibereinstimmende Resultate. 

Die obigen Daten ergeben ein Auftauschmelzdiagramm, nach welchem 
keine Molekiilverbindung zwischen Antipyrin und Urethan existiert. 


14. Pyramidon + Urethan. 
Uber die nahere Ausfiihrung der Versuche siehe die Angaben unter 13. 
Daten zur Auftauschmelzkurve. 
Gewichtsprozente Urethan: 


0 20 30 40 50 55 60 65 70 80 90 100 


our 


Auftaupunkte: 
106 35 35 35 34 34 34 34 34 34 34 47 


Schmelzpunkte: 
107 91 79 69 57 51 45 38 41 44 47 50 


Nach diesen Daten, die ein fiir Konglomeratsysteme typisches 
Diagramm ergeben, existiert keine Verbindung zwischen Pyramidon und 
Urethan. 


15. Pyramidon + n-Phenylurethan. 


n-Phenylurethan wurde nach den Vorschriften von Lehmann!) und 
Jeffreys") dargestellt. Zur Reinigung wurde das Rohprodukt im Vakuum 
destilliert und dann aus warmem Wasser umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
der gut ausgebildeten, rhombischen Krystalle 51°; Erweichungsp. 48°. 





1) Diese Zs. Bd. 17, 8. 407 (1893). 
2) Am. Chem. J. Bd. 22, S. 41 (1899). 
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Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente n-Phenylurethan: 
0 20 40 50 60 65 71 80 90 100 


Auftaupunkte: 
106 20 20 20 20 20 20 20 20 48 


Schmelzpunkte: 
107 92 71 55 31 26 33 41 #47 ~=« 541 
Da die Auftaulinie dieses Systems unter Zimmertemperatur liegt, 
so miissen die Auftaupunkte im geschlossenen und vorgekiihlten Schmelz- 
punktsréhrchen bestimmt werden. 
Die obigen Zahlen geben ein Auftauschmelzdiagramm, welches 


keine Anzeichen fiir die Existenz einer Verbindung zwischen Pyramidon 
und Phenylurethan aufweist. 


16. Sarkosinanhydrid -+ Urethan. 


Zur Darstellung der Molekiilverbindung 1:2 schmilzt man sehr 
vorsichtig 0,06 g Sarkosinanhydrid und 0,14 g Urethan zusammen, lost 
die erstarrte Schmelze in 1 ccm warmem Alkohol und iiberlaBt die klare 
Lésung in einem geschlossenen Kélbchen der ruhigen Krystallisation. 
Farblose, spréde Nadeln vom Schmelzp. 70°; Erweichungsp. 68°. Trocknen 
der Krystalle im Vakuum neben Phosphorpentoxyd. 


0,1141 g Substanz gaben 16,8 ccm N (16°, 766 mm). 
C,.H.,0,.N, Ber. 17,50°/, N Gef. 17,53°/, N. 
Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild VII). 
Gewichtsprozente Urethan: 

0 20 30 40 50 55 60 70 80 90 100 
Auftaupunkte: 

145 68 68 68 68 68 45 45 45 45 47 
Schmelzpunkte: 

146 133 125 110 90 74 70 67 638 52,5 50 


Das nach diesen Daten gezeichnete Kurvenbild zeigt deutlich die 
Existenz einer Molekiilverbindung 1:2 an. 


17. Sarkosinanhydrid + n-Phenylurethan. 


Zur Darstellung der Molekiilverbindung schmilzt man 0,3 g Sarkosin- 
anhydrid mit 0,7 g Phenylurethan zusammen, lést die erstarrte Schmelze 
in warmem Athylalkohol und 1a8t langsam erkalten. Gro8e, glinzende 
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Blattchen, die mit Alkohol gewaschen und dann getrocknet werden. 
Schmelzp. 95—97°. 

0,1911 g Substanz gaben 20,4 com N (23°, 749 mm). 

CrpH32.06Ny Ber. 11,86°/, N Gef. 12,139/, N. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Phenylurethan. 
0 20 40 50 54 60 70 80 90 95 100 


Auftaupunkte: 
1445 92 92 92 92 92 90 48 48 48 49 


Schmelzpunkte: 
147 135 118 102 94 96 97 94 86 79 52 


Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzkurve weist ein aus- 
gesprochenes Maximum auf, welches beim Molekularverhaltnis 1:2 der 
Komponenten liegt. Der maximale Schmelzpunkt von 97° stimmt mit dem 
Schmelzpunkt der isolierten Verbindung gut tiberein. 


Kurventafeln. 


Es sind hier nur diejenigen Kurven aufgenommen worden, die auf 
die Existenz einer Verbindung hinweisen. Die auf der Abszissenachse 
angegebenen Prozentzahlen sind Gewichtsprozente; sie beziehen sich auf 
die den Pyrazolonderivaten bzw. dem Sarkosinanhydrid beigemischten 
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Kurve 2. Acetylaminoantipyrin + Voluntal. 
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Kurve 3, Antipyrin + Voluntal. 
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Kurve 8. Sarkosinanhydrid + Phenylurethan. 











Zur Konstitution des Hypnals und Trigemins. 


Von 
P. Pfeiffer und R. Seydel. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn a. Rh.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juni 1928.) 


Hypnal, eine Vereinigung von Antipyrin und Chloral- 
hydrat wurde 1890 von einem franzésischen Apotheker ent- 
deckt und dann von Béhal!) genauer untersucht. Nach Béhal 
existieren zwei Verbindungen zwischen Antipyrin und Chloral- 
hydrat, das eigentliche Hypnal mit dem Molekularverhaltnis 
1:1 der Komponenten und das sogenannte ,,Bihypnal“, 
welches auf 1 Molekiil Antipyrin 2 Molekiile Chloralhydrat ent- 
halt. Erhitzt man Hypnal, so entsteht nach Béhal unter 
Wasserabspaltung eine Verbindung von Antipyrin mit Chloral 
von der Formel: 

C,,H,,ON,, CCl,-CHO . 

Nahe verwandt mit diesen Verbindungen ist das Trige- 
min’), die Vereinigung von Pyramidon mit Butylchloral- 
hydrat: 

C,,H,,ON;, CH,-CHCI-CCl,-CH(OH), (Schmelzp. 84°), 
der sich noch eine Verbindung aus Antipyrin und Butylchloral- 
hydrat: 

C,,H,,.ON,, CH,-CHCI-CCl,-CH(OH), (Schmelzp. 72°) 


anschlieBt. 


1) A. Béhal u. E. Choay, A. ch. [6] Bd. 27, S. 330 (1892). 
*) ,, Friedlander“, Bd. VII, S. 636 (Hoéchster Farbwerke). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXVIII. 7 
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Da8 im Hypnal und Bihypnal wirklich einheitliche 
chemische Verbindungen und nicht etwa Gemische vorliegen, 
hat 19138 Tsakalotos!) durch Aufnahme der Erstarrungskurve 
der Antipyrin-Chloralhydratgemische gezeigt. Die Kurve weist 
zwei Maxima auf, die den Molekularverhiltnissen 1:1 und 1: 2 
der Komponenten entsprechen. 

Um auch die beiden Butylchloralhydrat-Verbindungen 
sicherzustellen, haben wir die Auftau- und Schmelzkurven der 
Gemische von Antipyrin und Pyramidon mit Butylchloral- 
hydrat bestimmt (Kurvenbilder I und II). 

Die Schmelzkurven zeigen scharf ausgeprigte Maxima, 
die jedesmal beim Molekularverhaltnis 1:1 legen, so daB also 
die beiden obenerwahnten Verbindungen auch physiko-chemisch 
sichergestellt sind, zumal die maximalen Kurvenschmelzpunkte 
von 71° und 84° fast genau den Schmelzpunkten der isolierten 
Verbindungen, die bei 72° und 84° hegen, entsprechen. 

Zur Festlegung der Konstitution der Chloralhydrat- 
und Butylchloralhydratverbindungen muBte zunichst gepriift 
werden, inwiewelt ihre Komponenten durch nahe verwandte 
Verbindungen ersetzt werden kénnen. 

Bei den bisher von uns untersuchten Additionsprodukten 
des Antipyrins und Pyramidons hatten sich stets diese beiden 
Verbindungen durch Sarkosinanhydrid ersetzen lassen, 
welches ihnen ja als cyclisches Saiureamid konstitutionell recht 
nahe steht. Dieser Ersatz ist auch hier méglich. Nach 
dem Auftauschmelzdiagramm des Systems Sarkosinanhydrid - 
Chloralhydrat (Kurvenbild III) existieren zwischen diesen 
Komponenten zwei Verbindungen, mit den Molekularverhialt- 
nissen 1:1 und 1:2: 

1 Sarkosinanhydrid, 1 Chloralhydrat 


und 
1 Sarkosinanhydrid, 2 Chloralhydrat. 


Sie lieBen sich beide in gut krystallisierter Form erhalten, die 
Verbindung 1:1 aus Wasser, die Verbindung 1:2 aus Benzol: 


') E. Tsakalotos, Bull. Bd. 13, S. 281 (1913); Chem. Zbl. 1913, 
I, 1607. 
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die erstere bildet schéne, lange Nadeln vom Schmelzp. 92—95°, 
die letztere glanzende Blattchen vom Schmelzp. 883—86,5°. 

Keinen Erfolg hatte der Versuch, die Chloralhydrat- bzw. 
Butylchloralhydrat-Komponente unserer Verbindungen durch 
ein- oder hochwertige Alkohole zu ersetzen. Antipyrin und 
Pyramidon leSen sich weder mit Cholesterin*) noch mit 
Mannit vereinigen; selbst Sarkosinanhydrid, welches Anti- 
pyrin und Pyramidon an Additionsfahigkeit weit tibertrifft, ist 
ganz indifferent gegen diese beiden Alkohole. Die entsprechen- 
den Auftauschmelzkurven geben keine Anzeichen fir die 
Existenz der gesuchten Verbindungen. Alkohole scheinen sich 
also nur dann an siureamidartige Verbindungen wie Anti- 
pyrin, Pyramidon und Sarkosinanhydrid anlagern zu k6énnen, 
wenn sie zwei Hydroxyle an ein und demselben Kohlenstoff- 
atom enthalten. 


Es liegt von vornherein nahe, die Verbindungen des Chlor- 
alhydrats und Butylchloralhydrats als typische Molekiul- 
verbindungen zu betrachten. Schon die Tatsache, daB eine 
Hypnallésung mit Hisenchlorid rot gefirbt wird, sich also 
genau so wie eine Lésung des reinen Antipyrins verhilt, weist 
auf eine recht lockere Bindung der Komponenten hin, die auch 
darin zum Ausdruck kommt, daB Hypnal beim Versetzen mit 
verdiinntem Alkali unter Bildung von Chloroform in freies 
Antipyrin tibergeht. Besonders tberzeugend aber fiir die Auf- 
fassung des Hypnals als Molekularaddition ist der Befund, da8 
sich diese Verbindung beim bloSen Schiitteln mit trocknem 
Ather in ihre Komponenten spaltet. Es scheidet sich sofort 
das in Ather schwer lésliche Antipyrin als farbloser, fein 
krystallinischer Niederschlag aus. Da’ wir auch die iibrigen 
Chloralhydrat- und Butylchloralhydratverbindungen als Molekiil- 
verbindungen auffassen miissen, leuchtet ohne weiteres ein. 

Wollen wir uns ein vorliufiges Bild von der Konstitution 
des Hypnals und der verwandten Verbindungen machen, so 
werden wir dem Hypnal selbst etwa die folgende Formel?): 





') Antipyrin + Cholesterin: Kurvenbild IV. 
*) Béhal faBt die Verbindung als quaternare Ammoniumbase auf. 


7* 
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H,C—C——-CH 
[| HO 
H,C—N C=0<¢ CH—CCl, 
\/  “H-07 
| 
C,H, 


zuschreiben, nach der wir es verstehen, da8 Sarkosinanhydrid 
eine ganz analoge Verbindung wie Antipyrin gibt, und daB sich: 
nur solche Alkohole an Antipyrin und Sarkosinanhydrid an- 
lagern, die zwei Hydroxyle an einem und demselben Kohlenstoff- 
atom enthalten; denn nur 1,1-Glykole kénnen einen Neben- 
valenz-6-Ring bilden. 

Zam SchluB noch einige Worte tber ,,Anhydrohypnal”, 
die Vereinigung von Antipyrin und Chloral. Da8& wir es hier 
mit einer normalen Valenzverbindung zu tun haben, etwa von 


der Formel: 
H,C—C—-C—CHOH—CCI, 


hat schon W. Krey*) erkannt. In dieser Verbindung ist das 
Chloralmolekil auBerordentlich fest gebunden. Beim Erwarmen 
mit verdtinntem Alkali gibt Anhydrohypnal im Gegensatz zum 
Hypnal kein freies Antipyrin. Auch zeigt eine Anhydrohypnal- 
lésung mit Hisenchlorid nicht die typische Antipyrinreaktion. 

Da ,,Anhydrohypnal* aus Hypnal unter Wasserabspaltung 
entsteht, so sehen wir auch an diesem Beispiel wieder, dai 
sich bei einer chemischen Reaktion primir eine Molekiilverbin- 
dung bildet, die erst sekundiir in das rein valenzmafig aufgebaute 
Substitutionsprodukt wbergeht. 


Versuchsteil. 
1. Chloralhydrat + Antipyrin. 


Zur Reinigung wurde das kaufliche Chloralhydrat zweimal aus eg 
Benzol umkrystallisiert. Schmelzpunkt der reinen Verbindung 51,5 
(Erweichungsp. 49°). 





') W. Krey, Dissertation Jena 1892. iB. 
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Verbindung 1: 1. 

Die Darstellung der Molekiilverbindung 1: 1 (des Hypnals) geschah 
im wesentlichen nach Béhal. 4,7 g Chloralhydrat und 5,8 g Antipyrin 
wurden vorsichtig auf dem Wasserbad zusammengeschmolzen. Dann 
wurde das Produkt durch Eiskiihlung und Reiben mit dem Glasstab 
zum Erstarren gebracht, und der Krystallkuchen in 50° warmem Wasser 
gelést. Beim Erkalten schied sich die Verbindung in schénen, groBen, 
oktaedrischen Krystallen aus, deren Schmelzpunkt bei 68° lag. 

0,1770 g Substanz gaben 12,3 com N (18°, 746 mm). 

C,3H,;0;N.Cl, Ber. 7,93°/, N Gef. 8,00°/, N. 

Versetzt man 1 g Hypnal mit 5 ccm verdiinnter Natronlauge und 
schiittelt gut durch, so zersetzt sich die Verbindung unter schwacher 
Warmeentwicklung, wobei freies Chloroform entsteht, das sich bald als 
Ol absetzt. Aus der tiberstehenden, vom Ol befreiten Fliissigkeit scheiden 
sich nach kurzer Zeit, beim Stehen an der Luft, derbe, prismatische 
Krystalle von reinem Antipyrin (Schmelzp. 112°) ab. 

LaBt man 1 g fein gepulvertes Hypnal unter 6fterem Umschiitteln 
mehrere Stunden lang bei gew6hnlicher Temperatur mit 10 ccm trockenem 
Ather stehen, so bleibt ein fein krystallinischer Niederschlag zuriick (28,9°/, 
der Einwage), der bei 109°, nach dem Umkrystallisieren aus Ligroin bei 
108—112° schmilzt, also aus reinem Antipyrin besteht. Da Hypnal 53,2°/, 
Antipyrin enthalt, so werden auf diese Weise 54,4°/, des Antipyringehalts 
des Hypnals in reiner Form zuriickgewonnen; der Rest an Antipyrin 
bleibt im Ather gelést. 


Verbindung I: 2. 


Man schmilzt 3 g Antipyrin und 7 g Chloralhydrat zusammen (Uber- 
schuB an Chloralhydrat) und krystallisiert die erstarrte Masse aus Wasser 
um. Kleine, prismatische Nadeln, die, wie das Hypnal, bei 68° schmelzen. 


0,1979 g Substanz gaben 9,5 cem N (24°, 755 mm). 
C,;H,,0;N.Cl, Ber. 5,40°/, N Gef. 5,48°/, N. 


2. Chloral + Antipyrin. 


Man erwarmt 10 g Hypnal so lange auf 105—110°, bis der eigentiim- 
lich stechende Geruch nach Chloral verschwunden ist; dann ]4Bt man den 
rot gewordenen Sirup unter staéndigem Reiben erstarren, schlimmt die 
feingepulverte Masse in Wasser auf und filtriert. Nach dreimaligem Um- 
krystallisieren des in Wasser ungelésten Anteils aus Alkohol erhalt man 
ein feines, weiBes Krystallpulver vom Schmelzp. 197°.) 


1) Siehe auch Cohn, Pharmaz. Zentralhalle Bd. 51, S. 655, 678 
(1910), 
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0,1674 g Substanz gaben 0,2135 g AgCl. 
0,1624 g + » 12,1 ccm N (22°, 755 mm). 
0,1454 g a »  0,2502 g CO, und 0,0532 g H,0. 
C,,;H,,0.N,Cl, Ber. 31,74°/, Cl 8,35°/) N  46,50°/, C 391°/, H 
Gef. 31,56 8,56 46,93 4,01. 


Die Verbindung gibt mit Eisenchlorid keine Rotfarbung; auch wird 
mit verdiinnter Natronlauge kein Chloroform abgespalten. Es liegt also 
keine Molekiilverbindung der Komponenten vor. Eine solche lieB sich 
auch beim Umlésen von Antipyrin aus Chloral nicht erhalten.  Vicl- 
mehr wird Chloral unter dem katalytischen Einflu8 von Antipyrin 
polymerisiert. Versetzt man Chloral mit wenigen Antipyrinkrystallchen 
und schiittelt etwas durch, so erstarrt das Chloral schon nach kurzer Zeit 
zu glasig durchsichtigem Metachloral (CCl;-CHO),, in welchem die ein- 
gebetteten Antipyrinkrystalle noch gut zu sehen sind. 


3. Butylchloralhydrat -+- Antipyrin. 


Das uns von der I. G. Farbenindustrie, Werk Elberfeld, iiberlassene 
Butylchloralhydrat wurde durch Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
gereinigt. Kleine, glanzende Blattchen vom Schmelzp. 77° (Erweichungs- 
punkt 72°). Zur Darstellung der Molekiilverb'ndung 1:11) verreibt man 
10 g Butylchloralhydrat mit 9,7 g Antipyrin, versetzt das Gemisch mit 
150 com Wasser und erwarmt. Es scheidet sich ein schwach gelbliches 
Ol ab, welches bald zu einem Krystallkuchen erstarrt. Aus Wasser um- 
krystallisiert: Gut ausgebildete, farblose Prismen vom Schmelzp. 72°, dic 
eine waBrige Eisenchloridlésung tief rot farben. 

0,1872 g Substanz gaben 12,0 cem N (18°, 746 mm). 

C,;Hj,03N,Cl, Ber. 7,34°/, N Gef. 7,38°/, N. 

Die Aufspaltung der Molekiilverbindung in ihre Komponente gelingt 
leicht mit verdiinnter Natronlauge. Man erhalt so reines Antipyrin vom 
Schmelzp. 112°. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild I). 
Gewichtsprozente Butylchloralhydrat: 
0 11 20 30 388 43 50 60 70 80 85 90 100 


Auftaupunkte: 
110 66 66 66 66 66 66 56 56 56 56 56 72 


Schmelzpunkte: 
112 105 97 85 73 68 70 69 63 61 64 68 17 


oe ct ee ee 


1) Siehe hierzu B. Calderato, Chem. Zbl. 1902, II, 1387. 
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Das Auftauschmelzdiagramm zeigt deutlich die Existenz einer 
Molekiilverbindung 1:1 an. Das Maximum der Schmelzkurve liegt bei 71°, 
in Ubereinstimmung mit dem Schmelzpunkt der isolierten Verbindung, der 
bei 72° gefunden wurde. 


4. Butylchloralhydrat + Pyramidon. 


Die Darstellung der Molekiilverbindung 1:1, des sogenannten 
Trigemins, erfolgte nach den Vorschriften der Patentliteratur.1) Aus 
Wasser umkrystallisiert: Sehr feine, lange Nadeln, die bei 84° schmelzen. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild II). 


Gewichtsprozente Butylchloralhydrat. 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 


Auftaupunkte: 
106 78 78 78 78 70 58 58 58 58 72 


Schmelzpunkte: 
107,5 103 93 79,5 83 82 76 65 64 71 77 


Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzkurve zeigt ein deutliches 
Maximum bei 45 Gewichtsprozenten Butylchloralhydrat; die isolierte 
Molekiilverbindung 1 : 1 enthalt 45,6°/, Butylchloralhydrat. Der maximale 
Schmelzpunkt der Kurve stimmt sehr gut mit dem Schmelzpunkt des 
Trigemins tiberein. 


5. Chloralhydrat + Sarkosinanhydrid. 


Es existieren zwischen Sarkosinanhydrid und Chloralhydrat zwei 
Molekiilverbindungen. 

Molekilverbindung 1:1. Aus einer Lésung von 0,3 g Sarkosin- 
anhydrid und 0,3 g Chloralhydrat in sehr wenig Wasser scheiden sich 
nach langerem Stehen farblose Krystalle ab, die nach dem Waschen 
mit wenig Wasser und Trocknen im Vakuumexsiccator neben A-Kohle bei 
930—94° schmelzen. Dieselbe Molekiilverbindung wird erhalten, wenn man 
gleiche Gewichtsmengen der Komponenten eben zusammenschmilzt und 
die erstarrte Masse aus ziemlich viel warmem Benzol umkrystallisiert. 
Schone, lange, farblose Nadeln vom Schmelzp. 92—95°. 


0,1724 g Substanz gaben 13,6 com N (18°, 748 mm). 
C,H,,0,N.Cl, Ber. 9,11°/, N Gef. 9,11°/, N. 


Molekiilverbindung 1:2. Man schmilzt 0,15 g Sarkosinanhydrid 
und 0,45 g Chloralhydrat vorsichtig zusammen und krystallisiert die er- 


A 


1) Friedlander, Fortschritte d. Teerfarbenfabrikation, VII, 636. 
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starrte Masse aus Benzol um. Glanzende Blattchen vom Schmelzp. 83 
bis 86,5°. 
0,1215 g Substanz gaben 6,4 com N (19°, 752 mm). 


CoH,0.N2Cl, Ber. 5,92°/, N Gef. 6,099, N. 


Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild III). 
Gewichtsprozente Chloralhydrat. 
0 20 30 40 46 50 60 66 70 £75 80 90 95 100 


Auftaupunkte: 
145 88 88 88 88 88 85 85 85 41 41 41 41 49 


Schmelzpunkte: 
146,5 127 114 99,5 92 93 93 86 87,5 85 78,5 50 48 51,5 


Die nach diesen Daten gezeichnete Schmelzkurve enthalt zwei 
Maxima, die auf die Existenz der beiden Molekiilverbindungen 1:1 und 
1:2 hinweisen. Die Schmelzpunkte der beiden isolierten Molekiilverbin- 
dungen 1:1 und 1:2 fallen mit den beiden Temperaturmaxima der 
Schmelzkurve zusammen. 


6. Cholesterin + Antipyrin. 
Cholesterin, aus Alkohol umkrystallisiert, zeigte nach sorgfaltigem 
Trocknen einen Schmelzpunkt von 146°. 
Daten zur Auftauschmelzkurve (Kurvenbild IV). 
Gewichtsprozente Cholesterin: 


0 10 20 30 41 50 60 70 80 ~~ 100 


Auftaupunkte: 
110 103 101 100 100 100 102 108 119,5 144 
Schmelzpunkte: 


112 110 108 107 106.5 107 #110 116 126 146 


Das nach diesen Daten gezeichnete Kurvenbild weist auf das Vor- 
liegen von Mischkrystallen hin. Die Auftaukurve ist die sogenannte Solidus- 
kurve, die Schmelzkurve die Liquiduskurve der Mischkrystalle. Es existiert 
also keine Molekiilverbindung zwischen Antipyrin und Cholesterin. 


7. Cholesterin + Pyramidon. 
Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Cholesterin: 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 100 


Ol ————E 
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Auftaupunkte: 
107 91 91 91 91 91 91 91 91 144 


Schmelzpunkte: 
108 106 101,5 95 97 105 114 122 130 146 


Da die Schmelzkurve weder einen Knick noch ein Maximum be- 
sitzt, so geben die Komponenten keine Verbindung miteinander. 


8. Cholesterin -++ Sarkosinanhydrid. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 


0 Gewichtsprozente Cholesterin: 


Dj 0 10 20 30 40 51 60 80 =: 100 

d 

" Auftaupunkte: 

oT 145 143 142 141 141 I41 141,5 142 144 
Schmelzpunkte: 


146 145 144 141 143 144 145 145.5 146 
m Nach diesen Daten geben die Komponenten Mischkrystalle mit- 
einander. Eine Verbindung zwischen Sarkosinanhydrid und Cholesterin 
existiert nicht. 


9. Mannit -+ Antipyrin. 


_Kauflicher Mannit zeigte nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol 
einen Schmelzpunkt von 166°. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Mannit: 


0 5 10 20 30 40 50 60 666 80 100 
or- 
us- Auftaupunkte: 
iert 110 104 104 104 104 104 104 104 104 104 163 


Schmelzpunkte: 
112 107 120 148 155 159 161 162 163 164 166 


Das nach diesen Daten gezeichnete Kurvenbild ist charakteristisch 
fiir reine Konglomeratsysteme; eine Verbindung der Komponenten existiert 
also nicht. 
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10. Mannit + Sarkosinanhydrid. 


Daten zur Auftauschmelzkurve. 


Gewichtsprozente Mannit: 


0 10 195 30 40 50 60 70 80 100 


Auftaupunkte: 
145 128 128 128 128 128 128 128 128 163 


Schmelzpunkte: 
146 143 188 135 145 152 157 160 163 166 


Diese Daten geben eine horizontal verlaufende, knicklose Auftau- 
kurve; die Schmelzkurve besteht aus zwei Asten, die sich dicht oberhalb 
der Auftaukurve schneiden. Eine Verbindung von Sarkosin und Mannit 
existiert also nicht. 


Kurventafeln. 


Aufgenommen sind hier nur diejenigen Kurven, die auf die Existenz 
einer Verbindung hinweisen; auferdem wird noch das Diagramm: Anti- 
pyrin + Cholesterin wiedergegeben, da es charakteristisch fiir feste Lé- 
sungen ist. Die auf der Abszissenachse angegebenen Prozentzahlen sind 
Gewichtsprozente, sie beziehen sich auf die dem Pyrazolonderivat bzw. 
dem Sarkosinanhydrid beigemischten Verbindungen. 
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Kurve 1. Antipyrin + Butylchloralhydrat. 
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Kurve 2. Pyramidon + Butylchloralbydrat. 
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Kurve 3. Sarkosinanbydrid + Chloralbydrat. 
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Kurve 4, Antipyrin + Cholesterin. 
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Uber die Lislichkeitsverhiltnisse von Cystin im Harn. 


Von 


Gunnar Blix. 





(Aus dem Physiologisch-chamischen Institut der Universitat Uppsala. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1928.) 


Ks ist eine altbekannte Tatsache, da Cystin in Harn viel 
léslicher ist als in reinem Wasser. Wahrend 1 Liter Wasser 
bei Zimmertemperatur nur etwa 0,1 g Cystin list, kann die 
gleiche Menge Harn bei derselben Temperatur bis zur 5 fachen 
Menge Cystin gelést enthalten (vgl. u.a. Mester’), Borrisow?), 
Kondo’), Looney, Berglund und Graves.*) Diese oft ge- 
machte Beobachtung, daB Cystin im Harn bedeutend lislicher 
ist als in Wasser, la8t sich nicht damit erklaren, daB die 
Krystallisationsgeschwindigkeit aus Harn kleiner sei; dies geht 
vielleicht am deutlichsten aus Mesters Arbeiten hervor, bei 
denen der Cystingehalt nach 4tagigem Stehen des Harns be- 
stimmt wurde; derselbe Cystinharn blieb dann wihrend einer 
weiteren Beobachtungszeit von 11/, Jahren klar und ohne 
Sediment. 

Die Ursachen dieser erhéhten Léslichkeit scheinen nicht 
niher untersucht worden zu sein. Lichtwitz5) sagt zwar in 
seiner Monographie dariiber: ,Ks kann nicht zweifelhaft sein, 
daB der Grund fiir die abnorme Léslichkeit des Cystins im 
Harn der gleiche ist, wie fiir die tibrigen Sedimente“, womit 





*) Diese Zs. Bd. 14, S. 109 (1890). 

*) Diese Zs. Bd. 19, S. 511 (1894). 

*) Inaug.-Diss., Miinchen, 1915. 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, S. 515 (1928). 

°) Uber die Bildung der Harn- und Gullensteine. Berlin, 1914. 
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er meint, daB der Grund hauptsichlich in einer Schutzwirkung 
der Harnkolloide zu suchen ist. Zu dieser Ansicht scheint 
jedoch Lichtwitz mehr durch einen Analogieschlu8 als durch 
Experimente gelangt zu sein. — Kiirzlich hat J. Meyer’) in 
einer interessanten Arbeit die Liéslichkeitsbedingungen der ge- 
wohnlichen, sedimentbildenden Substanzen des Harns einer 
erneuten Priifung unterzogen, wobei er sich die in den letzten 
Jahren bedeutend erweiterten Erfahrungen iiber die gegen- 
seitige Liéslichkeitsbeeinflussung von in Wasser gelésten Sub- 
stanzen zunutze machte. Meyer gelangt zu dem Ergebnis, 
daB8 die Léslichkeit dieser Stoffe wahrscheinlich nicht wesent- 
lich von jener abweicht, die man erwarten miiBte, wenn der 
Harn eine einfache wiBrige Salzlésung wire. Die Frage, ob 
diese Ansicht auch betreffs Cystin zutrifit, kann nun mit um 
so gréBerer Berechtigung gestellt werden, als eine Erhéhung 
der Léslichkeit von Aminosiuren durch Neutralsalze tatsich- 
lich in mehreren Fallen nachgewiesen worden ist (besonders 
von Pfeiffer und Mitarbeitern.”) Es sind jedoch auch Fille 
von Léslichkeitserniedrigung gefunden worden. Das diesbeziig- 
liche Verhalten von Cystin scheint nicht untersucht worden 
Zu sein. 

Zwecks Aufklirung der Léslichkeitsbedingungen von Cystin 
in Harn scheinen zunichst folgende Faktoren zu priifen sein: 

1. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 

2. Kinflu8 der mineralischen Bestandteile. 

3. EinfluB der diffusiblen organischen Bestandteile. 

4, EinfluB der Kolloide. 


I. Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration. 
Die Abhiangigkeit der Léslichkeit des Cystins von der 
Wasserstoffionenkonzentration wurde kiirzlich von Sano’) 
studiert; er berechnete aus seinen Ergebnissen die vier Disso- 





1) Om Urinvejskonkrementernes Opléselighed. Dissertation, Kopen- 
hagen 1927. 

*) Organische Molekiilverbindungen. Stuttgart 1927, Vgl. auch 
K. Ando, Biochem. Zs. Bd. 173, S. 426 (1927). 

5) Biochem. Zs. Bd. 168, S. 14 (1926). 
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ziationskonstanten von Cystin. Die von Sano _ benutzten 
Pufferlésungen enthielten zwar ziemlich wechselnde Mengen 
von Elektrolyten, die Konzentration derselben war jedoch 
immer so klein, daB sie an und fiir sich die Léslichkeit der 
Aminosiure offenbar nicht beeinfluBten. 

Das Léslichkeitsminimum liegt bei etwa p,=3,8. Zwischen 
Pp, = 3 und p, = 6 andert sich jedoch die Léslichkeit nur 
geringfiigig, wihrend sie beiderseits dieses Gebietes anfangs 
langsam, dann schneller ansteigt. Bei p, = 6,5 ist die Lés- 
lichkeit etwa 10°/, gréBer als beim Léslichkeitsminimum, bei 
Py=7,0 etwa 15—20°/,, bei p,=7,5 etwa 50°/,, bei p,,=8,0 
etwa 150°/, und bei p, = 9,0 etwa 1300—1400°/, gréfer- 
(Diese Zahlen sind teilweise aus Sanos Werten interpoliert.) 
Die physiologische Variationsbreite des Harn-p,, (fiir Tages- 
mengen) liegt angeblich') zwischen p,, = 4,7—7,5. Bei reich- 
licher Bicarbonatzufuhr soll nach neueren Angaben?) p,, bis 
héchstens 8,0 steigen kénnen. Wenn man solchen Harn an 
der Luft stehen l&Bt, verliert er CO,, wobei p,, bis gegen 9,0 
steigen kann. — Auf diese Verhiltnisse ist natiirlich Riicksicht 
zu nehmen bei Bestimmungen der Léslichkeit von Cystin in 
Harn, bei der Priifung verschiedener Faktoren auf Léslichkeits- 
beeinflussung und auch bei therapeutischen Versuchen, die 
Léslichkeit des Cystins durch Alkalisierung des Harns (durch 
Diit oder durch Bicarbonatzufuhr) zu erhdhen. — Die ein- 
leitungsweise erwahnte Angabe der Harnléslichkeit von Cystin 
bezieht sich auch auf schon an sich sauren oder auf mit 
Kssigsiure angesiuerten Harn; sie gilt also fiir ein p,,-Gebiet, 
in dem die Léslichkeit von der im Léslichkeitsminimum 
praktisch nicht abweicht. Der auch bei p, = 7,5 noch ver- 
haltnismaBig geringfiigigen Léslichkeit entspricht die Er- 
fahrungstatsache, daB Cystin auch in (lackmus-jalkalischem 
Harn als Sediment auftreten kann. 





) Vgl. z.B. J. Henderson u. W. Palmer, Jl. of Biol. Chem. 
Bd. 13, 8. 898 (1913); sowie F. Nelson u. J. Williams, Jl. of Biol. 
Chem. Bd. 28, S. 231 (1916—1917). 

*) E. K. Marshall, Jl. of. Biol. Chem. Bd. 51, 8S. 8 (1922) und 
L.J.Gamble, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 295 (1922). 
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II. EinfluB der mineralischen Bestandteile. 


Die benutzten Salze (Kahlbaum) wurden bei der Prii- 
fung in der Konzentration n/4 angewandt. (Die Phosphate 
wurden dabei als dreiwertig betrachtet.) 0,15 bzw. 0,20 g 
Cystin wurden in 15 bzw. 20 ccm n/10-NaOH bei Zimmer- 
temperatur gelist, dazu die Salzlésung zugefiigt, n/10-Essig- 
siure bis p, = 5,6 zugesetzt und mit Wasser auf 300 ccm 
aufgefiillt. Die genannte Wasserstoffionenkonzentration liegt 
in der Nahe des durchschnittlichen Harn-p,, und ist auBerdem 
so gewahlt, daB kleine Verainderungen derselben die Léslich- 
keit praktisch nicht beeinflussen. Der p,, der Versuchslésungen 
wurde immer (kolorimetrisch) gepriift. Um Bakterienwachstum 
zu vermeiden, wurden einige Tropfen Chloroform zugesetzt. 
Die Lésungen wurden wihrend 5 Tagen tiglich 5 Stunden bei 
Zimmertemperatur (16—18°) in der Schiittelmaschine ge- 
schiittelt. Wie Versuche (mit und ohne Salzzusatz) zeigten, 
war nach dieser Zeit Gleichgewicht eingetreten. Das aus- 
gefallene Cystin wurde abfiltriert, das Filtrat auf dem Wasser- 
bade konzentriert und die Menge des darin gelisten Cystins 
durch S-Bestimmung oder — bei Priifung der Sulfate — durch 
N-Bestimmung (Kjeldahl) ermittelt. 

Die S-Bestimmung erfolgte durch Oxydation des Cystins 
mit alkalischer Permanganatlésung und Fallung mit BaCl, in 
saurer (1°/, HCl) Lésung. Auf diese bequeme Bestimmungs- 
méglichkeit hat mich Herr Professor C. Th. Mérner freund- 
lichst aufmerksam gemacht. 


Bei dieser Bestimmung wurde folgenderweise verfahren: Die auf 
etwa 30 ccm eingeengte Cystinlésung wurde mit 30 ccm Natronlauge 
(5 g NaOH in 100 ccm Wasser) und mit Wasser in einen Erlenmeyer- 
kolben bis zu einem Gesamtvolumen von 125—150 cem quantitatiy ein- 
gebracht. Dazu wurde 1 g KMnQ, gefiigt und die Lésung 30 Minuten 
auf dem Wasserbade erwiirmt. Der Kolben muB8 dabei bis zur voll- 
stiindigen Lésung des Permanganats umgeschwenkt werden. Nach dem 
Erkalten wurden 25 cem 25°/,ige HCl (spez. Gew. 1,126) zugesetzt und 
dann erhitzt, bis die Fliissigkeit klar und der Chlorgeruch verschwunden 
war. Nach Zusatz von 20 cem derselben Natronlauge wie oben wurde 
mit Wasser auf 200 cem aufgefillt, die Lésung zum Sieden erhitzt und 
mit 10 eem BaCl,-Lésung (5 g BaCl, in 100 cem 1°/,iger HCl) gefiillt. 
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Nach 24 Stunden wurde vom BaS0Q, filtriert und dieses in iiblicher 
Weise zur Wigung gebracht. Wegen der Léslichkeit des BaSO, in 
1°/,iger HCl ist zu der gefundenen BaSO,-Menge noch 0,0010 g als 
Korrektion zu addieren. 

Mit der oben angegebenen Menge Permanganat lassen sich Cystin- 
mengen bis 0,10 g bestimmen (wenn keine anderen permanganat- 
verbrauchenden Substanzen zugegen sind). Fiir Cystinmengen bis 0,15 g 
geniigt 1,5 g Permanganat, wobei ein entsprechender Mehrbetrag an 
den iibrigen Reagenzien (auch Wasser) zu nehmen ist. Die Genauigkeit 
dieser Methode geht aus den folgenden Bestimmungen abgewogener 
Mengen Cystin hervor. 


























Tabelle L 
Kingewogen Gefunden Differenz 
(g) (g) (g) 
0,0381 0,0369 —0,0012 
0,0575 0,0564 —0,0011 
0,0499 0,0498 —0,0001 
0,0590 0,0589 —0,0001 
0,0581 0,0575 — 0,0006 
0,0659 0,0654 — 0,0005 
0,0654 0,0647 —0,0008 
0,0792 0,0778 —0,0019 
0,0763 0,0757 — 0,0006 
0,0792 0,0788 — 0,0004 
0,0818 0,0810 — 0,0008 
0,1098 0,1089 —0,0009 
0,1375 0,1361 —0,0014 





Mittel: —0,0008 


Wie ersichtlich, tritt bei dieser Bestimmungsmethode immer ein 
geringer Verlust ein — durchschnittlich 0,0008 g. Diese systematische 
Differenz wurde im folgenden als Korrektion an den Analysenwerten 
angebracht, obwohl sie fiir die Zwecke dieser Arbeit praktisch belang- 
los ist. Die Ursache dieses Verlustes wurde nicht niher untersucht. 
Da jedoch offenbar der Betrag der Differenz nicht proportional mit der 
Einwage variiert, ist es unwahrscheinlich, da8 der Verlust durch Ver- 
unreinigungen des Cystinpriparats bedingt ist. Das bei allen hier an- 
gefiihrten Versuchen verwendete Cystin war ein Priparat von Merck, 
das durch Umkrystallisieren (Liésung in warmer, verdiinnter HCl, Kry- 
stallisation nach Zusatz von Na-Acetat) gereinigt war. Mikroskopisch 


bestand das Priipiirat ausschlieBlich aus charakteristischen hexagonalen 
Krystallen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVIII. 8 














114 Gunnar Blix, 


Um sicher zu sein, daB das zugesetzte Neutralsalz die S-Bestim- 
mung nicht beeintraichtigte, wurde mit jedem Salz ein Kontrollversuch 
mit einer abgewogenen Menge Cystin ausgefiihrt. Auch bei diesen 
Kontrollanalysen lagen die gefundenen Werte ein wenig unter den be- 
rechneten; die Differenz war durchschnittlich etwa dieselbe wie bei den 
Analysen ohne Neutralsalzzusitzen. Da in Lésungen mit CaCl,- und 
Mg(Cl,-Zusitzen beim Alkalischmachen die entsprechenden Oxyhydrate 
ausfallen und dadurch die Lésung des Permanganats verlangsamt wird, 
mu8 in diesen Fillen die Erwirmung auf dem Wasserbade auf eine 
Stunde verlingert werden. Bei den NH,-Salzen wurde durch Zusatz 
einer iquivalenten Menge NaOH das Ammoniak auf dem Wasserbade 
ausgetrieben. In allen iibrigen Fallen konnte die S-Bestimmung, genau 
wie oben angegeben, ausgefiihrt werden. Die Priifung der Phosphate 
erfolgte in einem Gemisch von primirem und sekundirem Phosphat mit 
Pu = 9,6. 

Zunichst wurden einige Versuche tiber die Léslichkeit von 
Cystin in reinem Wasser angestellt. Hieriiber liegen schon 
mehrere Angaben in der Literatur vor, die hier nebst meinen 


Ergebnissen zusammengestellt sind. 


Tabelle II. 


























Léslichkei 
Untersucher Temperatur ane - 
g pro Liter 
K. A. H. Mérner’) Zimmertemperatur 0,111 
Neuberg *) 19° 0,113 
Pfeiffer u. Angern °) 20° 0,168 
Sano‘) 25° 0,115 
0,106 
0,105 
0,118 
Blix Zimmertemperatur 0,108 > 0,109 + 0,002 
0,109 
0,105 
‘0,114 








Bei meinen Bestimmungen und bei denen von Sano ist eine 
geringe Menge Pufferlisung zugesetzt (p, = 5,6 bzw. p,, = 3,8). 





1) Diese Zs. Bd. 28, S. 595 (1899). 

*) Diese Zs. Bd. 44, S. 498 (1905). 

8) Diese Zs. Bd. 133, S. 180 (1924). 
*) Sano, a a. QO. 
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Mit Ausnahme der Ergebnisse von Pfeiffer und Angern 
ist die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der ver- 


schiedenen Untersuchungen gut. 


Alle im Harn in nennenswerter Konzentration vorkom- 
menden anorganischen Jonenarten sind in den gepriiften Neu- 


tralsalzen vertreten (Tab. III). 


Andere als 


im Harn vor- 


kommende Ionenarten sind nicht untersucht worden. 


Tabelle III. 








Salz 


KCl 


NaCl 


H,NCl 


MgCl, 


CaCl, 


Na,SO, 


K,SO, 


KH,PO, 


K,HPO, 


ne 


8), NaH,PO, 
: Na, HPO, 





Cystin 
g pro Liter 


0,130 


0,136 
0,132 


0,143 
0,143 
0,130 


0,122 
0,115 
0,126 


0,158 
0,149 
0,159 


0,166 
0,175 
0,178 


0,131 
0,128 
0,128 


0,120 
0,124 
0,132 
0,128 


0,135 
0,130 
0,133 


0,166 
0,167 
0,171 


Léslichkeits- 











Mittel erhéhung 
alll. * 
0,133 22 
0,138 28 
0,121 11 
0,155 42 
0,173 59 
0,129 18 
0,126 16 
0,133 22 
0,166 52 





Bei diesen Salzen tritt also ausnahmlos eine deutliche 
Lislichkeitserhéhung ein, die in gewissen Fallen betrichtliche 
Werte annimmt. Den stiirksten KinfluB besitzt CaCl,. Dieses 

8 * 
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Salz wurde auch bei verschiedenen Konzentrationen gepriift 














(Tab. IV). 
Tabelle IV. 
CaCl,- Cystin Mittel Léslichkeits- 
Konzentration g pro Liter erhéhung in °/, 

0,131 

n/16 0/126 0,128, 18 
0,145 

n/8 0,145 0,144 34 
0,141 
0,166 

n/4 0,175 0,173 59 
0,178 

; 

0,219 

n/2 0,219 0,215 97 
0,206 
0,269 

n/1 0,280 0,274, 151 











Diese Léslichkeitserh6hungen von Cystin sind im Verhiltnis zu  ! 
jenen bei den am ehesten vergleichbaren Aminoséuren vom Typus des 
Glyecins sehr groB (vgl. Pfeiffer, a.a.O. und Ando, a.a.0.). Um 
einen Grund fir diesen Unterschied zu finden, war es natiirlich not- 
wendig, auf die Frage iiber die Ursache der Léslichkeitserhéhung der 
Aminosiuren durch Neutralsalze niher einzugehen. Betreffs dieser 
Frage stehen gewissermaBen zwei verschiedene Ansichten einander 
gegeniiber. 

Pfeiffer’) (und Mitarbeiter) haben zahlreiche Molekularverbin- 
dungen von Aminosiuren mit Neutralsalzen in krystallisiertem Zustande 
herstelien kénnen. Er sucht daher die Ursache der Lislichkeitserhéhung 
darin, daB diese Verbindungen auch in wiBriger Liésung be- 
stehen, eine Ansicht, die er durch die Feststellung erhéhter optischer 
Aktivitit und verminderter Gefrierpunktserniedrigung der Aminosiuren 
in Salzlésungen bestirkt findet. 

Bjerrum’) hat bekanntlich die Ansicht ausgesprochen und _ be- 
griindet, daB die aliphatischen Aminosiuren in neutraler Wasserlésung 
praktisch vollstiindig als Ampho-Ionen vorliegen. Er weist darauf 
hin, daB ihre Aktivitit solchenfalls durch Zusatz von Neu- 


1) Diese Zs. Bd. 81, S. 331 (1912); Bd. 85, S. 1 (1913); Chem. Ber. | 
Bd. 48, S. 1289 (1918) und Diese Zs. Bd. 133, S. 22 (1922). } 
*) Zs. physikal. Chem. Bd. 104, 8. 147 (1928). 
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tralsalzen vermindert und damit ihre Léslichkeit voraus- 
sichtlich erhéht werden soll. 

Man kann dann, wie Euler?) es getan hat, zunichst die Frage 
stellen, wie die nicht selten beobachteten Léslichkeitserniedrigungen der 
Aminosiuren durch Neutralsalze erklirt werden sollen. 

Im folgenden werden vom Standpunkte der Aktivitiitsverhiltnisse 
aus diskutiert 1. die wechselnde Léslichkeit der Aminosauren in Neutral- 
salzlésungen, 2. insbesondere die groBe Beeinflussung von Cystin und 
8. die Anderungen der optischen Aktivitaét und cefrierpunktsdepression 
der Aminosauren. 

1. Nach der elektrostatischen Lésungstheorie bewirken die inter- 
ionischen Krifte, daB die Aktivitét eines Elektrolyts nicht gleich seiner 
Konzentration gesetzt werden kann, sondern kleiner ist. Die Abhingig- 
keit des Aktivititskoeffizienten (f) von der Gesamtionenkonzentration (c) 


hat Bjerrum?) durch die Gleichung 


log f =—a Ve (1) 


wiedergegeben, wo a eine positive Konstante ist. In bezug auf die 
Léslichkeit entspricht dieses Verhalten der Tatsache, daB die Léslich- 
keit eines Elektrolyts durch Zusatz andersartiger Ionen vermebrt wird. — 
Die Gleichung (1) ist jedoch nur fiir sehr kleine Ionenkonzentrationen 
giiltig, AuBer der durch die Gleichung wiedergegebenen Wirkung der 
Ionen aufeinander, dem sog. Milner-Effekt, tritt niimlich bei steigen- 
der Konzentration eine sekundire lonenwirkung entgegengesetzter Art 
in Erscheinung. Dieser sekundire, sich dem ersteren iiberlagernde 
Effekt, gleicht also demjenigen, den Elektrolyte auf die Aktivitét von 
Nichtelektrolyten ausiiben und der in bezug auf die Léslichkeit der 
aussalzenden Wirkung entspricht. 

Die Léslichkeit von Nicht-Elektrolyten wird bekanntlich in 
der Regel durch Elektrolyte erniedrigt. Man findet jedoch nicht allzu 
selten, daB Salze (besonders in kleinen Konzentrationen) die Léslichkeit 
von Nichtelektrolyten erhéhen. Offenbar kann also auch die Aktivitit 
der Nichtelektrolyte durch Elektrolyte in zwei entgegengesetzten Rich- 
tungen beeinfluBt werden (Rérdam).') 

Fiir Ionen iiberwiegt bei kleinen und mittleren Salzkonzentrationen 
regelmiBig der Milner-Effekt den aussalzenden Effekt entsprechend der 
Erfahrung, daB die Lislichkeit eines Elektrolyts durch andersartige 
Tonen erhéht wird. Fir Nichtelektrolyte iiberwiegt meistens der aus- 
salzende Effekt iiber den Milnerschen entsprechend der meistens er- 
niedrigten Léslichkeit der Nichtelektrolyte in Salzlésungen. — Quanti- 


1) Diese Zs. Bd. 140, S. 140 (1924). 
*) Zs. f. Elektrochem. Bd. 24, S. 321 (1918). 
*) Studies on activity, Dissertation, Kopenhagen, 1925. 
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tativ zeigen diese Léslichkeitsbeeinflussungen fiir eine gewisse Konzen- 
tration von Fall zu Fall groBe Variationen, was auf individuelle Ver- 
schiedenheiten des betreffenden Elektrolyts bzw. Nichtelektrolyts und 
des zugesetzten Elektrolyts zuriickzufiihren ist. 

Da die positive und negative Ladung des Amphoions ihre Wirkung 
gegenseitig teilweise aufheben, wird die Aktivitét der Amphoionen von 
anderen Ionen nicht so stark beeinfluBt, wie die gewdhnlicher Ionen. 
Je weiter die Ladungen des Amphoions voneinander entfernt sind, um 
so mehr nihern sich die Aktivititsverhiltnisse des Amphoions denjenigen 
eines gewohnlichen Ions‘), und umgekehrt, je niaher die Ladungen 
einander liegen, um so mehr nahern sich die Aktivititsverhaltnisse des 
Amphoions denjenigen eines Nichtelektrolytmolekils. Die Amphoionen 
nehmen also diesbeziiglich eine Zwischenstellung zwischen gewéhn- 
lichen Jonen und Nichtelektrolytmolekiilen ein. 

Im Sinne dieser Auffassung kann es nicht iiberraschend sein, daf 
die Léslichkeit gewisser Aminosiuren durch Neutralsalze erhdht, die 
anderer Aminosiuren erniedrigt wird. — Nach den obigen Ausfiihrungen 
ist es auch verstindlich, da® die Léslichkeit von Aminosiuren mit 
wachsender Salzkonzentration nicht selten zunichst ansteigt, um dann 
wieder abzunehmen (Pfeiffer). *) §) 

2. Die vier Dissoziationskonstanten des Cystins (siehe Sano, a.a.0O.) 
schlieBen sich paarweise an die zwei Dissoziationskonstanten der ali- 
phatischen Aminosiuren vom Typus RCH(NH),COOH an. Dieselben 
Uberlegungen, die Bjerrum zu der Annahme veranlaBten, daB diese 
Aminosaduren in neutraler Wasserlésung hauptsichlich als Amphoionen 
vorliegen, fihren betreffs Cystin zu dem Schlusse, daB von den drei 
elektroneutralen Formen: 


NH, -R- COOH “MH, -B:600- lease cael 
NH, -R- COOH NH,-R- COOH +NH,-R-COO- 


die letztere die vorherrschende ist. 

Von den individuellen Eigenschaften der Ionen spielen nun — wie 
die Theorie verlangt und die Erfahrung es bestitigt — die Anzahl 
Ladungseinheiten des betreffenden Ions eine sehr hervorragende Rolle 





1) Genauer: denjenigen eines doppeltgeladenen An- oder Kations 
mit groBem Abstand zwischen den Ladungen. 

2) Diese Zs, Bd. 97, S. 128 (19164). 

5) Nach Pfeiffer und Angern [diese Zs. Bd. 183, S. 180 (1924)| 
kénnen eine Reihe Aminosiiuren von gewissen Neutralsalzen weitgehend 
ausgesalzt werden. Sie geben an, da8 Cystin durch 0,4 Mol. Ammo- 
niumsulfat in 100 cem gesittigter Lésung zu 67,3 Proc. ausgesalzt wird. 
Ich habe diesen Versuch zweimal wiederholt, ohne die geringste Aus- 
fillung von Cystin beobachten zu kénnen. 








1 
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fiir die GréBe des Milnereffekts. Wenn die beiden Aminosiuregruppen 
des Cystins sehr weit voneinander entfernt wiiren, wiirde die elektrische 
Arbeit, die notwendig ist, um die beiden *NH,-R-COO—-Gruppen von 
den umgebenden Ionen zu entfernen, doppelt so groB sein, als die zur 
Entfernung eines Amphoions vom Glycintypus erforderliche. Da jedoch 
die beiden die Ladungen tragenden Gruppen des Cystins nur durch 
eine —CH,—S—S—CH,-Kette getrennt sind, kann dies natiirlich nur 
angenahert der Fall sein. Immerhin diirfte man mit Sicherheit an- 
nehmen kénnen, da8 —log/f fiir das Cystinamphoion in einer gewissen 
Salzlésung bedeutend gréBer ist als fiir ein Amphoion vom Glycintypus. 
Darin liegt eine einfache Erklarung fiir die verhaltnismaBig groBen Lés- 
lichkeitserh6hungen von Cystin durch Neutralsalze. 

3. Es ist ohne weiteres verstindlich, daB nach der elektrostatischen 
Lésungstheorie auch eine Veriinderung der Gefrierpunktsdepression von 
Aminosiuren durch Salzzusatz in dem Sinne einer Verminderung zu er- 
warten ist. Die Erhéhung der optischen Aktivitét von Aminosiuren 
bei Salzzusatz diirfte sich meines Erachtens vom Standpunkte der Aktivi- 
titstheorie aus wenigstens teilweise folgendermafen erklaren lassen. In 
der reinen Aminosiurelésung befinden sich auBer Amphoionen auch eine 
gewisse Menge von Anionen und Kationen der Aminosaure im Gleich- 
gewicht mit den ersteren. Die Aktivitét der Amphoionen wird durch 
Neutralsalze voraussichtlich weniger herabgesetzt als die der Anionen 
und Kationen, was eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der 
letzteren zur Folge haben mu8. Wenn nun das Verschwinden der posi- 
tiven oder negativen Ladung mit einer betriachtlichen Verinderung des 
Drehungsvermégens verbunden ist, kann somit der Salzzusatz das 
Drehungsvermégen beeinflussen. Ein Salzzusatz wirkt nun tatsichlich 
in derselben Richtung wie ein Zusatz von Siure, d.h. er erhéht die 
optische Aktivitét, waihrend Alkalizusatz die optische Aktivitét nur wenig 
andert. Dies kann so gedeutet werden, daB das Auftreten und Ver- 
schwinden der negativen Ladung groBe Verinderungen des Drehungs- 
vermégens mit sich fiithrt, wihrend die positive Ladung nur geringen 
KinfluB ausiibt.'!) Ich verweise hier auch auf eine kiirzlich erschienene 
Arbeit von Liquier*) iiber die optische Aktivitit des Asparagins bei 
wechselndem py mit und ohne Salzzusiitzen. Liquier sucht offenbar 
ohne Riicksichtnahme auf die Arbeiten von Bjerrum (und Pfeiffer) 
die hauptsichliche Erklirung des Salzeffektes in einer Verschiebung des 
Gleichgewichtes zwischen dem undissoziierten Aminosauremolekiil, den 
Kationen und den Anionen. Wegen der Schwerléslichkeit des Cystins 





1) AuBerdem ist es wohl auch kaum méglich, einen direkten Ein- 
flu8 des Neutralsalzes auf die Drehung der einzelnen Formen der Amino- 
saure auszuschlieBen. 

*) Ann. de physique, Ser. 10, Bd. 8, S. 121 (1927). 
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diirfte leider eine entsprechende optische Untersuchung dieser Substanz 
kaum durchfiihrbar sein. 

In diesem Zusammenhang ist auch eine Beobachtung Abder- 
haldens') von Interesse. Er untersucht die Ultraviolettabsorp- 
tion der Aminosiuren und findet, daB eine Lésung von zwei Amino- 
siiuren stirker absorbiert als einfacher Additivitit entsprechen wiirde. 
Ferner hat er die Absorption von Glykokoll unter Zusatz von CaCl, 
untersucht und dabei eine Erhéhung der Absorption gefunden. Ein der- 
artiger SalzeinfluB auf die Absorption kann ebenso erklart werden, wie 
oben der EinfluB auf die optische Aktivitit. Unter der Annahme einer 
groBen Verinderung des Absorptionsvermégens beim Auftreten der posi- 
tiven oder negativen Ladung 1aBt sich naémlich die Absorptionsverinde- 
rung auf eine Verschiebung des Verhaltnisses zwischen Amphoion und 
Kation oder Anion zuriickfiihren. Allerdings haben Ley u. Arends?) 
die Anderung des Absorptionsvermigens in gemischten Lésungen zweier 
Aminosiuren nicht bestitigen kénnen. Ich habe die Ultraviolettabsorp- 
tion des isoelektrischen Cystins in reinem Wasser (+ ein wenig Puffer) 
und in einer 1n-CaCl,-Lésung untersucht, konnte aber dabei keinen 
Unterschied des Absorptionsvermégens feststellen. *) 

In Anbetracht der iuBerst geringen Konzentration des Anions 
und Kations von Cystin in isoelektrischer Lésung ist es sehr unwahr- 
scheinlich, daB eine Verainderung des Verhiltnisses zwischen diesen und 
dem Amphoion bei der Léslichkeitserhbhung des Cystins durch Neutral- 
salze eine praktische Rolle spielen kénnte. 


Die im Harn vorkommenden Neutralsalze erhéhen also 
in einer Konzentration von n/4 die Léslichkeit des Cystins 
betrachtlich; mit Ausnahme von NaCl ist jedoch ihre Konzen- 
tration im Harn bedeutend kleiner als n/4. Ich habe daber 
schlieBlich die Léslichkeit des Cystins in einer dem Harn 
nachgebildeten Salzmischung untersucht. Bei der Herstellung 
déerselben folgte ich den von Hammarsten‘) angegebenen durch- 
schnittlichen Werten der mineralischen Harnbestandteile. [Dabei 
nahm ich NaCl 12,5 g/1000 und gleiche Mengen von Ca und 
Mg.°)]. Durch geeignete Wahl des Verhialtnisses zwischen pri- 


1) Diese Zs. Bd. 160, S. 255 (1926). 

2) Chem. Ber. Bd. 61, S. 212 (1928). 

8) Fiir diese Untersuchung hat mir Herr Prof. The Svedberg 
freundlichst ein Jud d-Le wisches Sektorphotometer zur Verfiigung gestellt. 

*) Lehrbuch der physiol. Ch., Miinchen 1926, S. 609. 

‘) Hammarsten gibt an NaCl 10—15 g/1000 und Ca0+Mg0 zu- 
sammen 0,8 g/1000. Ca und Mg kommen im allgemeinen in ungefihr 
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mirem und sekundirem Phosphat wurde der p,, = 5,6 fest- 
gelegt. Die in zwei Versuchen gefundenen Loslichkeitswerte 
waren 0,149 bzw. 0,143g pro Liter. Es scheint also sicher 
zu sein, da8 die Harnsalze teilweise fiir die gréBere Léslich- 
keit von Cystin im Harn im Verhiltnis zu der in Wasser ver- 
antwortlich sind; andererseits diirfte es jedoch ebenso klar 
sein, daB sie nicht die gesamte Léslichkeitserhéhung verur- 
sachen. 


III. Einfiu® der diffusiblen organischen Harnbestandteile. 


Der EinfluB der diffusiblen organischen Stoffe des Harns 
auf die Léslichkeit von Cystin wurde in derselben Weise wie 
der EinfluB der Salze gepriift. Da hier jedoch nicht mit der 
Permanganatmethode gearbeitet werden konnte, wurden die 
S-Bestimmungen nach der alten Liebigschen Methode aus- 
gefiihrt unter Beriicksichtigung der von Hammarsten?) ge- 
gebenen Vorschriften. 

Von den betreffenden Substanzen kommt nur der Harn- 
stoff in einigerma8en betrachtlichen Konzentrationen vor. AuBer 
Harnstoff wurde Kreatinin und ein im Harn normalerweise 
nur in Spuren vorkommender Stoff, nimlich Glucose, gepriift. 
Harnstoff und Glucose wurden in m/4, Kreatinin in 1 °/, iger 
Lésung angewandt. In keinem Falle konnte eine sichere Lés- 
lichkeitsverinderung des Cystins festgestellt werden. Es er- 
scheint demnach sehr unwahrscheinlich, daB sonstige, in ge- 
ringen Mengen im Harn vorkommende diffusible, organische 
Stoffe eine merkbare, echte Lislichkeitsverinderung des Cystins 
herbeifiihren sollten. 


IV. EinfluB der Kolloide. 


Harn vom spezifischen Gewicht 1,020 wurde einen Tag 
lang gegen flieBendes Leitungswasser und einen Tag gegen 
mehrmals gewechseltes destilliertes Wasser in Pergament- 
schlauchen unter Toluolzusatz dialysiert. Der Harn gab dann 


gleichen Mengen vor. Es bedeutet also oben ,,gleiche Mengen“ nicht: 
gleichviel wie NaCl. 


) Diese Zs. Bd. 9, S. 273 (1885). 
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mit AgNO, nur noch sehr schwache Chlorreaktion. Eine ab- 
gewogene Menge Cystin (etwa 0,2 g) wurde in wenig n/10-NaOH 
bei Zimmertemperatur gelést und zu 250ccm des dialysierten 
Harns zugesetzt und diese Lésung dann mit n/10-Essigsiure 
auf p,,=95.6 gebracht. Die Lésung wurde 5 Wochen lang in 
einem kalten Zimmer (Temperatur 3—5°) in einer Flasche auf- 
bewahrt.') Die Flasche wurde wiahrend dieser Zeit tiglich ein- 
oder mehrere Male kriftig umgeschiittelt. Nach 5 Wochen 
wurde das ausgefallene Cystin abfiltriert, mit wenig gekihltem, 
schwach essigsauren Wasser gewaschen und dann in warmer, 
verdiinnter Salzsiure gelist. In aliquoten Teilen der Lésung 
wurden (zwei) Schwefelbestimmungen nach der KMnO,-Methode 
ausgefiihrt. — Die Léslichkeit des Cystins in dialysiertem Harn 
wurde in zwei solchen Versuchen zu 0,149 bzw. 0,144¢ pro 
Liter gefunden. Die Léslichkeit in Wasser (mit Pufferzusatz) 
wurde bei derselben Temperatur zu 0,078 g pro Liter bestimmt. 
Daraus ergibt sich deutlich, daB die Harnkolloide einen be- 
stimmten Kinflu8 auf die Léslichkeit des Cystins ausiiben. Im 
allgemeinen wird bekanntlich die Wirkung der Kolloide auf 
eine Adsorption derselben an den Teilchen der krystallisieren- 
den Substanz zuriickgefiihrt. Durch diese Adsorption soll die 
Krystallisationsgeschwindigkeit herabgesetzt bzw. véllig ab- 
gebremst werden. Es handelt sich also bei der Léslichkeits- 
erhédhung durch Kolloide nicht um ein echtes Lésungsgleich- 
gewicht. Dieses Vermégen, die Krystallisationsgeschwindigkeit 
einer Substanz abzubremsen, kommt nicht nur Kolloiden zu, 
sondern auch dialysierenden, leicht adsorbierbaren (namentlich 
hochmolekularen) Stoffen (siehe z.B. Freundlich, Capillar- 
chemie, 2. Aufl. Leipzig 1923, S. 459). DaB derartige Sub- 
stanzen auch bei der abnormen Léslichkeit des Cystins im 


1) Es wurden anfinglich Versuche bei gewdhnlicher Zimmer- 
temperatur ausgefiihrt. Es ergab sich jedoch, daB dabei Bakterien- 
wachstum dureh Antiseptika nicht verhindert werden konnte. DaB bei 
den spiter bei tieferer Temperatur ausgefiihrten Versuchen kein nennens- 
wertes Bakterienwachstum eintrat, ergab sich daraus, da8 der py un- 
veriindert blieb und da8 die Fliissigkeit nach dem Filtrieren vollkommen 
klar war. 
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Harn eine Rolle spielen, geht mit groBer Wahrscheinlichkeit 
aus einem parallel mit dem obigen ausgefiihrten Versuche 
hervor. Bei diesem Versuche wurde derselbe Harn, aber im 
nichtdialysierten Zustand verwendet; Temperatur, Wasserstoff- 
ionenkonzentration und sonstige Bedingungen waren dieselben 
wie im Versuche mit dialysiertem Harn. Auch hier wurde 
eine abgewogene Menge Cystin (etwa 0,2 g) in n/10-NaOH ge- 
lést und dann dem Harn zugesetzt. Dabei wurde die Léslich- 
keit des Cystins in diesem Harn zu 0,30g pro Liter gefunden. 
Auch dabei handelt es sich um kein echtes Lésungsgleich- 
gewicht, was deutlich aus einem dritten Parallelversuch mit 
demselben nichtdialysierten Harn hervorgeht. Bei diesem Ver- 
suche wurde dieselbe Menge Cystin in Substanz (also nicht in 
NaOH gelist) zugesetzt; es wurde eine Léslichkeit von 0,095 g 
pro Liter gefunden. (Die Ldslichkeit war also hier etwas 
gréBer als in reinem Wasser, was wahrscheinlich auf den Ein- 
flu8 der Neutralsalze zuriickzufiihren ist.) 

Ein gleichartiger Versuch wurde auch mit einem anderen, 
nichtdialysierten Harn (spezifisches Gewicht 1,017) ausgefiihrt, 
wobei statt Swéchigem Stehenlassen 8 Tage lang?) in der 
Schiittelmaschine geschiittelt wurde. In dem Harn, in dem 
das Cystin in Lésung zugesetzt wurde, fand ich 0,21 g Cystin 
pro Liter, im anderen, der mit Cystin in Substanz digeriert 
wurde, 0,090 g pro Liter. 

Von Marc (zitiert nach Freundlich a.a. 0.) ist beson- 
ders die krystallisationshemmende Wirkung von Farbstoffen 
nachgewiesen worden. Fiir Cystin scheinen jedenfalls die Harn- 
farbstoffe diesbeziiglich belanglos zu sein. Die Cystinkrystalle 
scheiden sich bekanntlich véllig farblos aus dem Harn ab. 


Zusammenfassung. 


Ks werden die Ursachen der im Verhiltnis zur Léslich- 
keit in Wasser erhdhten Léslichkeit von Cystin in Harn unter- 
sucht. Die wichtigsten im Harn vorkommenden anorganischen 


") In einem besonderen Versuche wurde festgestellt, daB schon 
nach viertigigem Schiitteln praktisch nicht mehr Cystin ausfillt. 
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Salze erhéhen in einer Konzentration von n/4 ausnahmlos die 
Léslichkeit von Cystin, gewisse von ihnen sehr betrachtlich. 
Die LéslichkeitsbeeinfluBung der Aminosiuren durch Neutral- 
salze, insbesondere die des Cystins, wird vom Standpunkte der 
Aktivitatstheorie aus erértert. Die Léslichkeit von Cystin in 
Harn ist gréBer als der durch die Harnsalze bedingten Lés- 
lichkeitserhéhung entsprechen wiirde. Die Ursache dieser Er- 
scheinung ist zum groBen Teil den Harnkolloiden zuzuschreiben. 
Ihre Wirkung besteht offenbar darin, daB sie die Krystalli- 
sation des Cystins zum Stillstand bringen, bevor noch das 
echte Léslichkeitsgleichgewicht erreicht ist. Es scheinen im 
Harn auch dialysable Substanzen vorzukommen, die eine gleich- 
artige Wirkung ausiiben. 

















Untersuchungen iiber die Jaffesche Pikrinsdurereaktion. 


Von 


W. Weise und C. Tropp. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Instituts fir Schiffs- und Tropen-Krankheiten 
in Hamburg. Vorst. Prof. Dr. Giemsa.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1923.) 


Die bekannte Farbreaktion des Kreatinins mit Pikrinsaéure in 
alkalischer Lésung, welche die Grundlage fiir die gebriiuchlichen Be- 
stimmungsmethoden des Kreatinins und Kreatins darstellt, ist im Jahre 
1886 von Jaffe') entdeckt worden. Als charakteristisch wird von ihm 
bezeichnet, daB die Rotfirbung bereits in der Kalte und zwar sofort 
auftritt, wahrend die schon viel friiher von Braun?*) beobachtete Re- 
aktion der Glucose nur beim Erwirmen sofort, in der Kilte erst nach 
lingerem Stehen positiv wird. Vor anderen physiologisch wichtigen 
Substanzen fand Jaffe nur beim Aceton positiven Ausfall, dessen In- 
tensitit aber im Vergleich zum Kreatinin als recht schwach bezeich- 
net wird. 

Uber Farbreaktionen mit aromatischen Nitroverbindungen berich- 
tete einige Jahre spiiter v. Bitto.*) Er hatte die Nitrosogruppe im 
Nitroprussidnatrium als den ausschlaggebenden Bestandteil fiir die Farb- 
reaktion der Aldehyde und Ketone erkannt und vermutete deshalb, da8 
auch Nitroverbindungen sich diesen Stoffen gegeniiber abhnlich verhalten 
wirden, zumal schon einige einschligige Angaben Willgerodts‘) und 
Janovskys*) vorlagen. Am geeignetsten erwies sich das m-Dinitro- 
benzo], das mit den meisten der gepriiften Aldehyde und Ketone auf 
Zusatz von Alkali intensive Farbungen ergab. Negativ fiel die Probe 
u. & mit Benzaldehyd, Benzophenon und Benzil aus. Mit alkalischer 
Pikrinsiurelésung wurden durchgehende parallele Resultate erhalten. 
Uber das Kreatinin sagt v. Bitté, daB es, mit Ausnahme der Pikrin- 
siure, mit den gepriiften Nitroverbindungen keine Farbreaktion hervor- 
riefe, und beziiglich der Reaktion mit Pikrinsiure sei insofern ein Unter- 
schied vorhanden, als beim Ansduern mit organischen Sauren die durch 
Kreatinin erzeugte Farbung zerstért wiirde, was bei den Aldehyden und 
Ketonen nicht der Fall sei. 
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Reissert*) hat die Bittosche Reaktion eingehend untersucht, 
wobei er zu der Feststellung gelangte, da8 positiver Ausfall nicht durch 
Aldehyd- oder Ketongruppen, sondern durch aktivierte Methylengruppen 
bedingt sei. Seine Bemiithungen, die entstandenen Kondensationsprodukte 
ihrer chemischen Konstitution nach aufzukliren, hatten keinen vollen 
Erfolg; immerhin konnte er wahrscheinlich machen, daB zwischen dem 
Stickstoff der Nitrogruppe und dem Kohlenstoff der Methylengruppe 
chemische Bindung eintritt. Die Pikrinsiure hat Reissert nicht in 
den Kreis seiner Untersuchungen einbezogen. 

Speziell mit der Pikrinsiiurereaktion hat sich dann in neuerer Zeit 
Sasaki’) beschiftigt, der allerdings keinen Unterschied zwischen der 
Reaktion in der Kilte (Kreatinin usw.) und in der Wiarme (Glucose) 
macht. Er hat vor allem darauf hingewiesen, da8 Glyzinanhydrid und 
andere Dioxopiperazine, die wenigstens einen Glyzinrest besitzen, eine 
positive Pikrinsiurereaktion zeigen, die jedoch nur beim Erwirmen sofort 
eintritt. Auch Sasaki hilt das Vorhandensein beweglicher Methylen- 
wasserstoffatome fiir wesentlich, sieht aber die Beibringung gréBeren 
Beobachtungsmaterials fiir erforderlich an, um diese Auffassung sicher- 
zustellen. Unter den von Sasaki gepriiften Verbindungen sind nur 
solehe aufgefiihrt, bei denen die Aktivierung der Methylenwasserstoff- 
atome durch eine Carbonyl- oder Siureamidgruppe bewirkt wird. Bei 
diesen findet sich allerdings gute Ubereinstimmung mit der theoretischen 
Auffassung. Zu den positiv reagierenden Stoffen kommen dann noch 
die reduzierenden Zuckerarten, da Sasaki die Reaktion in der Hitze 
ausfihrt. 


Bei Untersuchungen iiber das Vorkommen von Kreatinin im Blute 
hat der eine von uns (W.)°) die eigentliche Jaffesche Reaktion (in der 
Kalte) fiir einen reversiblen Kondensationsvorgang erklirt, der an 
das Vorhandensein einer aktiven Methylengruppe gebunden sei. Insbeson- 
dere wurde auf die biologische Bedeutung der positiven Reaktion beim 
Hydantoin hingewiesen, da substituierte Hydantoine aus Uramino- 
siuren entstehen kénnen. 

Etwa gleichzeitig erschien eine Mitteilung von Abderhalden und 
Komm!’), in der iiber Versuche mit der Pikrinsiiure- und 4&hnlichen 
Farbreaktionen berichtet wurde. Die Verfasser sahen diese Reaktionen 
als charakteristisch fir Carbonylgruppen an und benutzten sie 
zum Nachweis von Dicxypiperazinen in Eiwei8stoffen und deren Spalt- 
produkten, da alle untersuchten Dioxypiperazine positiv, Polypeptide 
dagegen negativ reagierten. 


Auf die Polemik, die sich an die Arbeit von Abderhalden und 
Komm kniipfte, soll hier nicht niher eingegangen werden, da sie fiir 
die vorliegende Fragestellung von geringer Bedeutung ist. Nur die 
Untersuchungen von Dox") sind von besonderem Interesse, da sie 
zeigten, da8 zwar Barbitursiure selbst positiv reagiert, dagegen die 
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mono- und dialkylierten Barbitursiuren sich negativ verhalten. Ubrigens 
vertritt Dox die Meinung, da8 es sich bei der Reaktion um Reduktion 
der Pikrinsiure zur Pikraminsiure handelt. 

Beim Studium der Einwirkung von Phosgen auf peptidartige Deri- 
vate aromatischer Aminosduren hat sich die Pikrinsiurereaktion dem 
einen von uns (T'r.)'') als sehr zuverlassig zur Bestitigung eines statt- 
gehabten Hydantoinringschlusses erwiesen. 


Ergebnisse eigener Untersuchungen. 


Es sei zunichst betont, da8 wir uns bemiiht haben, die 
Jaffesche Reaktion nach Méglichkeit von der Braunschen 
Glucosereaktion zu trennen. Deshalb wurden die Versuche 
ohne Erhitzen angestellt. Die reduzierenden Zuckerarten wirken 
dann so langsam ein, daB sie kaum stérend sind. Natiirlich 
gibt es reduzierende Stoffe genug, die bereits in der Kilte 
alkalische Pikrinséiure zur rotgefirbten Pikraminsiure redu- 
zieren. Wenn man aber diese Tatsache beriicksichtigt, wird 
sich im allgemeinen die Kondensationsreaktion von Reduktions- 
vorgingen unterscheiden lassen. 

Da wir auf Grund der eigenen friiheren Untersuchungen, 
wie auch der vorliegenden Literatur zu der Uberzeugung kamen, 
daB der positive Ausfall der Jaffeschen Reaktion an das Vor- 
handensein aktiver Methylengruppen gebunden sei, haben 
wir uns bemiht, eine méglichst groBe Zahl geeigneter Ver- 
bindungen von diesem Gesichtspunkte aus zu priifen. In syste- 
matischer Hinsicht dienten als Richtschnur die Ergebnisse, die 
sich bei ahnlichen Reaktionen friiher ergeben hatten. Vor 
allem ist an die Kupplung mit aromatischen Nitrosoverbin- 
dungen (speziell p-Nitroso-dimethylanilin) zu erinnern, die von 
Ehrlich und Sachs!) auf breiter Basis erforscht worden ist. 
Besonders ist auch auf die theoretischen Betrachtungen Vor- 
landers!‘) hinzuweisen, die uns manchen wertvollen Finger- 
zeig gaben. Dieser Forscher hat als Voraussetzung fir die 
,,Aktivierung“ von Wasserstoffatomen eine Atomgruppierung 
folgender Art bezeichnet: H—~ F— E=E, wo E beliebige 
Metalloide bedeuten und statt der doppelten Bindung auch 
eine dreifache vorliegen kann. 
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In unserem Falle ist das Problem spezieller gefaBt, da 
es sich immer um die Aktivierung von Wasserstoffatomen han- 
delt, die an Kohlenstoff gebunden sind. Es kommen demnach 
folgende Gruppierungen in Betracht: 


H-—-C-—H=EH baw. H-C—Hh=EF. 


Da die in Betracht kommenden ,,auflockernden* Atom- 
gruppierungen qualitativ verschieden zu bewerten sind, er- 
scheint eine Anordnung des Materials nach diesem Gesichts- 
punkte am zweckmiBigsten; dementsprechend ist in den folgen- 
den Tabellen verfahren. 


1. Carbonylverbindungen (Aldehyde und Ketone). 














Tabelle 1. 
Oxoverbindungen. 
ans eaerean — caneencene Esocyclische Oxoverbindungen 
Oxoverbindungen 
positiv | negativ positiv negativ 
Acetaldehyd | Benzaldehyd Cyclohexanon | d-Campher 
Phenylacetalde- | Benzoin 1-Menthon _ Antron (Anthra- 
hyd | _ nol) 
Zimtaldehyd | Benzophenon - _ Trioxohydrin- 
Aceton | Benzil |  denhydrat 
Athylmethyl- | Salicylaldehyd | (Ninbydrin) 
keton | | 
Acetophenon —_—_— Meso xalsiiure- | 
| ester | 
Desoxybenzoin | d-Glucose 
Diacety] | d-Fructose | 
Acetylaceton | d-Galaktose | 
Brenztraubens. | — | 
Oxalessigester | -- 
Acetondicarbon- — 
siiureester 





Der Ausfall der Reaktion stimmt im allgemeinen gut mit 


der Theorie iiberein. 


Die Oxogruppe erweist sich durchweg 


als stark wirksam. Nach der negativen Seite ist die einzige 
bemerkenswerte Ausnahme der Campher. Das sonstige chemi- 
sche Verhalten dieses Stoffes bietet keine hinreichende Er- 


i 
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klarung dafiir; man muB8B aber annehmen, daB die Briicken- 
bindung von entscheidender Bedeutung ist, da das 1-Menthon 
eine positive Reaktion zeigt. 


Beim Zimtaldehyd kann man eigentlich nicht von einer 
Methylen- (bzw. Methin-) Gruppe sprechen, da das der Aldehyd- 
gruppe benachbarte Kohlenstoffatom seinerseits doppelt ge- 
bunden ist. Da die Reaktion positiv ausfallt, mu8 man an- 
nehmen, daB entweder diese Konstellation die geeigneten Vor- 
bedingungen schafft, oder geringe Mengen abgespaltenen Acet- 
aldehyds in Reaktion treten. 

Benzoin gibt in alkoholischer Loésung mit Alkali allein 
schon eine Rotfirbung (Scheuing und Hensle).'4) In wiiBriger 
Lésung fallt die Pikrinsiurereaktion negativ aus. Diese Fest- 
stellung allein geniigt nicht, da dies bei vielen wasserunlis- 
lichen Substanzen der Fall ist. Wenn man aber dem wiBrigen 
Ansatz das gleiche Volumen Alkohol zufiigt, so bleibt die 
Reaktion innerhalb der ersten 2—3 Minuten negativ (dann 
allmihlich geringe Rétlichfirbung). Andere wasserunldésliche 
Stoffe, z.B. auch Desoxybenzoin, reagieren aber bei dieser 
Ausfiihrung positiv, so daB vielleicht diese Modifikation gegen- 
iiber der Ausfihrung in absolut alkoholischer Lésung Vorteile 
bietet. 


Bei den reduzierenden Zuckern sind der Oxogruppe Kohlen- 
stoffatome benachbart, die auBer Wasserstoff Hydroxylgruppen 
tragen. Sie enthalten also die von der Theorie geforderte 
Gruppierung nicht. Dementsprechend reagieren sie auch negativ 
(keine Farbung innerhalb der ersten 2—3 Minuten). Allmiihlich 
macht sich auch in der Kalte die Reduktionswirkung bemerk- 
bar, so daB nach ?/, Stunde Traubenzucker schwache, Frucht- 
zucker kriftige Rotfirbung zeigt. Galaktose ist nach dieser 
Zeit noch negativ. 


Die von uns in Erwiigung gezogene Vermutung, daB die 
Knolform der Oxoverbindungen fiir den Eintritt der Reaktion 
das Entscheidende sei, hat sich als irrtiimlich erwiesen, wie 
das Beispiel des Anthrons—Anthranols zeigt. Beide Formen 
reagieren nicht. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVIIL 9 
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2. Verbindungen mit der CONH,-Gruppe (Saureamide u. a). 


AuBer den eigentlichen Siureamiden gehéren zu dieser 
Gruppe Verbindungen, welche die CONH-Gruppe in ringférmiger 
Bindung enthalten. Man kann diese natiirlich als innere Saéure- 
imide auffassen. Es gehéren hierher eine ganze Reihe wich- 
tiger Derivate heterocyclischer Basen, wie Piperidon, Pyridon, 
Pyrrolidon usw., die wegen ihrer groBen Reaktionsfahigkeit be- 
kannt sind. Dabei spielt die Beweglichkeit eines Wasserstoff- 
atoms eine groBe Rolle, das beim Ubergang der Lactim- in 
die Lactamform seine Stellung andert. Wie unsere Versuche 
zeigen und sich iibrigens auch aus dem schon vorliegenden 
Material ergibt, ist dieses Wasserstoffatom nicht fiir die 
Pikrinsiurereaktion maBgebend, sondern es kommt auf die 
benachbarte Methylen- bzw. Methingruppe an. 


Tabelle 2 


Siureamide und -imide. 

















eens und exocycliseh Esocyclisch 
positiv | er positiv a “negativ 
Phenylacetamid | | Acetamid Hydantoin 5-Athyl- pheny!- 
hydantoin 
Malonamid Oxamid 5-Methylhydan- | Parabansiiure 
toin 
-— Phenylurethan Hydantoin I | Alloxan 
Chloracetyl-p- | Hydantoin II | Cyanursiure 
aminobenzoes. | 


-- Diglyeyl-p-amino-| Hydantoin III Harnsiiure 
benzoesiiure 
— Methylharnstoff Kreatinin — 
— a - Uramino - pro- | Barbitursiure oe 

















pionsiure | 
-- Acetylharnstoff Glycinanhydrid | — 
-- Biuret | 
NH——CH, s4y1° 2 
| | | 
CO CO = 
Hooc’ = \n-6o noocl x. 60 
—, a 
Hydantoin I Hydantoin II 


: 
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Hooc{ —)-NH-CO-CHI, N : H, iN 25 
CO | 2CO | 

woor’ )+®- 0 1NH—CO. 

Hydantoin I] Hydantoin IV 


Die Stoffe dieser Gruppe sind besonders interessant, da 
sehr viele physiologisch wichtige Verbindungen hierher gehoren. 
Gerade in dieser Gruppe hat sich eine recht gute Uberein- 
stimmung zwischen Theorie und tatsiichlichem Ausfall der 
Reaktion gezeigt, wodurch die Reaktion zweifellos an biologischer 
Bedeutung gewinnt. 

Kine Saéureamidgruppe allein reicht nicht aus, um positive 
Reaktion zu bewirken, wie das Beispiel des Acetamids zeigt. 
Aber schon die unterstiitzende Wirkung einer benachbarten 
Phenylgruppe geniigt, um die Methylenwasserstoffatome hin- 
reichend beweglich zu machen. Ebenso sind zwei Siureamid- 
gruppen vereint fahig, eine positive Reaktion zu bewirken, wie 
das Beispiel des Malonamids zeigt. DaB aber die CONH- 
Gruppierung allein nicht das Entscheidende ist, beweist der 
negative Ausfall beim Oxamid, Urethan und den Harnstoff- 
derivaten der 2. Kolumne. Auch das einzige von uns ge- 
priifte Peptid, die Diglycyl-p-aminobenzoesiure (Tropp) ergab, 
in Ubereinstimmung mit Abderhalden, negative Reaktion. 

Wenden wir uns nun den ringférmigen Verbindungen zu, 
so ergeben sich hier recht interessante Befunde. Zuniichst 
sehen wir, daB alle Verbindungen, denen CH,- oder CH- 
Gruppen fehlen, nicht reagieren, mégen auch sonst CONH- 
Gruppierungen noch so sehr gehiiuft in ihnen vorkommen: 
Parabansiiure, Alloxan, Cyanursiiure usw. Beim Alloxan sei 
kurz erwihnt, daB diese Substanz beim Eintragen in alkalische 
Pikrinsiiurelésung eine ganz fliichtige Rotfirbung hervorruit, 
die aber sofort wieder verschwindet. 

Sehr lehrreich sind die Ergebnisse bei den Hydantoinen. 
Das einfache Hydantoin (IV) zeigt prompte Rotfirbung, ebenso 
wie alle in 1- und 8-Stellung substituierte Derivate (I, II, I1]). 
Anders ist es aber bei Substitutionen in 5-Stellung. Wihrend 


g* 
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das 5-Methylhydantoin positiv reagiert, ein Beweis dafiir, da8 | 
das eine Wasserstoffatom am 5-Kohlenstoff fiir den Kintritt 
der Kondensation geniigt, finden wir beim 5,5 - Athyl-phenyl- 
hydantoin (Nirvanol) negativen Ausfall. 

Die Barbitursiure reagiert positiv und zwar auffallend 
stark. 5,5-Diithyl-barbitursiure dagegen gibt keine Rot- 
firbung. Monoalkylierte Barbitursiuren haben wir nicht unter- 
sucht, weil dariiber schon die Ergebnisse von Dox vorlagen. 
Danach zeigen diese Derivate negativen Ausfall, was zunichst 
iiberraschen muB, wenn man an die positive Reaktion des 
5-Methylhydantoins denkt. Aber es scheint, daB in den Fallen, 
wo eines der Methylenwasserstoffatome substituiert ist, die 
Tendenz zur Kondensation verringert ist, so daB die Reaktion | 
manchmal eintritt, oft aber auch ausbleibt. Ein weiteres Bei- | 
spiel fiir negativen Ausfall der Reaktion in einem solchen | 
Falle findet sich im nachsten Abschnitt (Benzylmalonester). 

Beim einfachen 2,5-Dioxopiperazin, Glycinanhydrid, beob- 
achteten wir Rotfarbung, doch war die Intensitaét nicht sehr 
groB. Den hdheren Aminosiiuren entsprechen in 3,6-Stellung 
disubstituierte Dioxopiperazine. Bei diesen haben Abder- 
halden und Komm stets positiven Ausfall gefunden, ebensc 
natiirlich bei gemischten Anhydriden. Die einzige Ausnahme 
bildete das 1-Leucyl-d-leucinanhydrid. Als Erklarung dafiir 
méchten wir annehmen, da8 die beiden [sobutylgruppen durch 
ihre Raumerfiillung die Reaktionsfihigkeit so weit herabsetzen, 
daB die Kondensation nicht mehr eintritt. Sasaki hat auch 
beim Phenylalaninanhydrid keine Rotfirbung bekommen, | 
wihrend Abderhalden und Komm die Reaktion als schwach 
positiv bezeichnen. Offenbar handelt es sich hier um einen 
Grenzfall, wo die Reaktionsfihigkeit stark herabgesetzt aber 
noch nicht unter die untere Schwelle gesunken ist. 





3. Verbindungen mit der Carbathoxygruppe (Ester). 


AuBer durch Uberfiihrung der Siure in ihr Amid kann 
auch durch Veresterung die aktivierende Wirkung des Carbo- 
nyls in Erscheinung treten. Kinige Ester, die gleichzeitig 
Ketone sind, wurden bereits im ersten Abschnitt aufgefiihrt. 
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Die Einordnung an jener Stelle rechtfertigt sich dadurch, daB 
die Carbathoxygruppe der Ketongruppe an Aktivitaét erheblich 
unterlegen ist, so daB mit Recht letztere als die ausschlag- 
gebende anzusehen ist. 


Tabelle 3. 
Carbithoxyverbindungen (Ester). 








Positiv Negativ 


Phenylessigester Essigester 
Malonester Ameisensdureester 
-— Oxalester 
~— Benzylmalonester 
— Zimtester 





Wie bei den Siureamiden zeigt sich, daB die aktivierende 
Gruppe allein nicht imstande ist, die Wasserstoffatome hin- 
reichend zu lockern: Essigester verhilt sich negativ. Dagegen 
geniigt auch hier die Unterstiitzung durch eine Phenylgruppe 
um die Reaktion positiv werden zu lassen, wie das Beispiel 
des Phenylessigesters zeigt. Fehlt eine Methylengruppe, wie 
beim Ameisensiureester und Oxalester, so verhalten sich die 
Stoffe negativy. Auch der Benzylmalonester gibt keine Rot- 
farbung; es wird also wie bei den monoalkylierten Barbitur- 
siuren durch die Substituierung die Reaktionsfihigkeit herab- 
sesetzt. Der Athylmalonester, den wir auch dargestellt 
haben, reagierte positiv. Wir wagen aber nicht, dieses Kr- 
gebnis theoretisch zu verwerten, da die Siedepunkte von Malon- 
ester und Athylmalonester so wenig verschieden sind, da8 eine 
volistindige Trennung durch fraktionierte Destillation unmég- 
lich erscheint. Doch kénnen wir uns vorstellen, daB das 
Athylderivat in der Tat positiv reagiert, wie ja auch bei den 
substituierten Dioxypiperazinen die Art der Seitenketten von 
Kinflu8 auf die Reaktionsfihigkeit ist. 


4. Verbindungen mit Athylenbindungen. 


Um unsere Auffassung vom Wesen der Pikrinsiiurereaktion 
zu stiitzen, waren Versuche mit Verbindungen von Bedeutung, 
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in denen eine Carbonylgruppe iiberhaupt nicht vor- 
handen ist. Im Sinne der Vorlanderschen Formulierung 
kamen mehrfache Bindungen von Kohlenstoff an andere Ele- 
mente als Sauerstoff und auch mehrfache Bindungen unter 
Kohlenstoffatomen selbst in Betracht. 


Tabelle 4. 
Verbindungen mit der —C=C-Gruppe. 

















Aliphatisch und exocyclisch Esocyclisch 
positiv negativ positiv | negativ 
p-Allylanisol Styrol Cyclopentadien  Toluol 
p-Propenylanisol | Inden | Diphenylmethan 
— | — Fluoren _ Triphenylmethan 
— | — — Anthracen 


Die Athylenbindung stellt sich in der Tat als wirksam 
heraus. Beim p-Allylanisol und p-Propenylanisol, die aller- 
dings auBer der Doppelbindung noch einen Benzolring ent- 
halten, ist die Reaktion positiv. Dagegen bleibt sie beim 
Styrol aus, dem eine Methylengruppe fehlt. 

Interessant sind die Ergebnisse bei den ringférmigen Ver- 
bindungen. Wihrend Benzolringe, auch in der Mehrzahl, un- 
wirksam sind, im Einklang mit der Vorstellung, die wir uns 
von den Bindungen zwischen den Ringkohlenstoffatomen zu 
machen haben, zeigen Ringsysteme mit wirklichen Doppel- 
bindungen eine starke Aktivitit. Beispiele dafiir sind Cyclo- 
pentadien und Inden. Dagegen tritt die Reaktion beim Fluoren 
nur schwach auf, weil hier die Bindungen mehr aromatischen 
Charakter haben. 


5. Verbindungen mit Cyan-, Nitro- oder Diazogruppe. 


Auch Gruppen, die mehrfach gebundenen Stickstoff ent- 
halten, haben sich als wirksam erwiesen. Die von uns unter- 
suchten Beispiele lieBen sich in Anbetracht der groBen Mannig- 
faltigkeit organischer Stickstoffverbindungen sicher leicht ver- 
mehren. 
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Bei der Cyangruppe tritt wieder der mehrfach beob- 
achtete Fall ein, daB bei Bindung an einen rein aliphatischen 
Rest die Aktivierung nicht stark genug ist. Acetonitril reagiert 
negativ. Wird aber das eine Wasserstoffatom der Methyl- 
gruppe durch Phenyl ersetzt, so wird dadurch, ganz ahnlich 
wie beim Phenylessigester und Phenylacetamid, die Wirkung 
verstirkt und wir sehen beim Benzylcyanid kriftige Rotfarbung 
auftreten. Ebenso ist die Kombination mit einer anderen, an 
sich nur schwach aktivierenden Gruppe zur Erzielung des 
Effektes ausreichend, wie das Beispiel des Cyanessigesters zeigt. 

In diesem Zusammenhange ist wohl auch die Tatsache 
von Interesse, daB p-Nitrobenzylcyanid sich mit Alkali allein 
intensiv rot firbt. Man kann dieses Verhalten vielleicht so 
erklaren, daB in diesem Molekiil die beiden fiir die Reaktion 
wesentlichen Prinzipien, eine aktive Methylengruppe und eine 
aromatische Nitroverbindung, vereinigt sind. 


Die von uns untersuchten Nitroverbindungen reagierten 
simtlich positiv. Der Eintritt der Reaktion beim Nitromethan 
zeigt, daB die aktivierende Wirkung der Nitrogruppe sehr stark 
ist. w-Nitrophenylathylen verhalt sich ebenfalls positiv, wenn 
auch nur schwach. Wenn wir uns des gleichen Verhaltens 
beim Zimtaldebyd erinnern, so besteht auch hier die Méglich- 
keit, daB das reagierende Prinzip, hier Nitromethan, erst 
wahrend der Reaktion durch Abspaltung entsteht. Anderer- 
seits ist aber auch denkbar, da8B die Kohlenstoffdoppelbindung 
des w-Kohlenstoffatoms der aktivierenden Wirkung der benach- 
barten Gruppe nicht oder nur wenig hinderlich ist. 




















Tabelle 5. 
Verbindungen mit der Cyan-, Nitro- oder Diazogruppe. 
- Cyangruppe Nitrogruppe Diazogruppe 
positiv negativ positiv positiv 
Benzyleyanid Acetonitril | Nitromethan Diazomethan 
Cyanessigester — Phenyluitromethan Diazoessigester 
w-Nitrophenylithylen 
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Die von uns untersuchten aliphatischen Diazoverbin- 
dungen, Diazomethan und Diazoessigester, reagierten beide 
positiv. Dieses Verhalten steht am besten mit der ringférmigen 
Strukturformel dieser Substanzen in Einklang. 


Experimenteller Teil. 


Die Ausfihrung der Reaktion. 


In waéBriger Lésung. Wir benutzten eine gesittigte 
wiBrige Lésung analysenreiner Pikrinsiure, die annahernd 
1/,,n. ist. Man bewahrt die Lisung, méglichst vor Licht ge- 
schiitzt, in brauner Flasche auf und erneuert sie zweckmaBig 
hiufiger, da sonst die Farbvertiefung durch Alkalizusatz recht 
stark wird. Um den EKinfluB verschieden starker Alkalitat zu 
priifen, machten wir Ansiitze mit wechselndem Zusatz von 
Natriumhydroxyd in folgender Weise: 


Pikrinsiureldsung. . . . 10 ecm 10 eem 10 ecm 
10°/,ige Natronlauge . .+* 5,2 eem 2,2 cem 0,7 eem 
Wasser auf... .. . 25 ccm 25 cem 25 ecm 
AlkalitiberschuB . . . . 1/. mn. 1/. n. t/9 D. 


Von dem fertigen Reagens wurden 5 ccm in ein Reagens- 
glas gegeben und etwa 20 mg Substanz (bei Fliissigkeiten ein 
Tropfen) zugefiigt. 

Bei einer groBen Anzahl von Substanzen haben wir die 
Reaktion in allen drei angegebenen Modifikationen ausgefiihrt. 
Dabei zeigte sich, daB bei stairkerer Alkalitét die Rotfirbung 
in vielen Fallen rascher auftrat als bei den geringeren Graden. 
Wir empfehlen deshalb, die Reaktion in folgender Weise aus- 
zufiihren: 

10 ccm gesittigte wiBrige Pikrinséurelésung werden mit 
5ccm 10°/,iger Natronlauge versetzt und das Volumen mit 
Wasser auf 25 ccm aufgefillt. Etwa 5 ccm dieser Liésung 
versetzt man mit einer Spatelspitze der zu untersuchenden 
Substanz (etwa 20—50 mg), schiittelt durch und vergleicht mit 
einer Probe des Reagenses in einem gleich weiten Reagens- 
glase. Die Probe ist als positiv anzusehen, wenn inner- 
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halb von 8 Minuten ein deutlich rétlicher Farbton 
auftritt. 

Kin negativer Ausfall kann aber bedingt sein durch 
Wasserunléslichkeit der gepriiften Substanz. Man muB8 in 
solchen Fallen, wie auch Abderhalden und Komm betont 
haben, die Reaktion in alkoholischem Medium durchfihren. 
Wir haben dies in folgender Form getan: 

2 ccm 0,1 n-alkoholische Pikrinsiurelésung werden mit 
2cem absolutem Alkohol und 1 com 2n-Natriummethylat in 
Methylalkohol versetzt. Nach Zusatz von etwa 20 mg Sub- 
stanz (bzw. ein Tropfen) wird beobachtet, ob innerhalb von 
3 Minuten Rotfirbung auftritt (auf eine Vergleichsprobe kann 
man im allgemeinen verzichten, da das Reagens von hellgelber 
Farbe ist). 

Da Natriummethylat in Alkohol eine recht reaktionsfihige 
Substanz ist, kénnten gelegentlich durch unvorhergesehene 
Reaktionen Irrtiimer entstehen. Deshalb ist es vielleicht 
besser, bei wasserunldslichen Substanzen die Probe zunichst 
in wiBriger Lisung auszufiihren und nach 3 Minuten, wenn 
keine Rotfairbung aufgetreten ist, mit dem gleichen Volumen 
Alkohol zu verdiinnen. Wird nach weiteren 3 Minuten keine 
Rotfarbung beobachtet, so ist die Probe endgiiltig als negativ 
anzusprechen. 

Abderhalden und Komm haben darauf hingewiesen, 
daB unter Umstiinden Ketongehalt des verwendeten Alkohols 
AnlaB zu Irrtiimern geben kann. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Jaffe zuerst fiir Kreatinin angegebene Pikrin- 
siurereaktion (Rotfirbung bei alkalischer Reaktion) ist der 
Spezialfall einer allgemeinen Reaktion auf Verbindungen 
mit aktiven Methylen- (bzw. Methin-)Gruppen. 

2. Von der Jaffeschen Reaktion zu unterscheiden ist 
die Braunsche Reaktion auf Glucose und andere reduzierende 
Stoffe, bei der es sich um die partielle Reduktion der Pikrin- 
siure zur rotgefirbten Pikraminsiiure handelt. In den meisten 
Fallen tritt diese Reaktion erst in der Wiirme auf. 
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3. Bei der Jaffeschen Reaktion handelt es sich nach 


Reissert wahrscheinlich um einen Kondensationsvorgang 


4, Auf Grund des vorliegenden Materials ergibt sich 


folgende Reihenfolge der aktivierenden Gruppen: 


Nitro-, Diazo- >Carbonyl- >Cyan-, Vinylen- >Carbaminy|-, 


Carbithoxy-Gruppe. 
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Weitere Untersuchungen iiber Hefeamylase. 
Von 


Alfred Gottsehalk. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses Steitin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1928.) 


In einer friiheren Mitteilung') wurde die Vergirbarkeit der 
in der Hefezelle vorkommenden polymeren Kohlenhydratgebilde 
untersucht und berichtet, daB Glykogen bei Anwendung ge- 
ringer Konzentrationen unter geeigneten Versuchsbedingungen 
vollkommen oder nahezu vollkommen von Hefemazerationssatft 
vergoren wird. Dieser Vorgang fihrt iiber die Stufe des 
Traubenzuckers; dabei unterliegt die aus dem Polysaccharid 
durch Hefeamylase entstehende Glucose in gleicher Weise wie 
zugetigter Traubenzucker der intermediiiren Veresterung mit 
Phosphorsiure. Im Hinblick auf die immer mehr erkannte 
Bedeutung, die dem Glykogen nicht nur als Reservekoblen- 
hydrat, sondern auch als unmittelbarer Quelle energetischer 
Leistungen in der Zelle zukommt, wurden die Untersuchungen 
tiber die Hefeamylase wieder aufgenommen und nach mehreren 
Richtungen fortgesetzt. Zuniichst wurden an einem gut ge- 
reinigten Glykogenpriaparat?), wie es uns friither nicht zur Ver- 
fiigung gestanden hat, die Giirversuche mit verschiedenen Hefen 
wiederholt und zwar unter besonderer Beriicksichtigung des 


") Diese Zs. Bd. 153, 8. 215 (1926). 

*) Das Glykogen war aus Leber dargestellt, deren Eiwei8kérper 
zuniiechst mittels Zinkacetat, dann zu wiederholten Malen mit groBen Uber- 
schiissen von Pikrinsiiure méglichst vollstindig entfernt wurden. Das 
Rohglykogen wurde alsdann des Ofteren umgefillt. Das so erhaltene 
Priiparat war praktisch frei von Stickstoff (0,06°/, N), sein Aschegehalt 
betrug etwa 0,5°/,. Die wiederholt bestimmte spezifische Drehung er- 
gab Werte von + 191° bis + 188°. 
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Co-Zymasebedarfes der Hefe bei der Vergairung dieses Poly- 
saccharides. Aus friiheren Beobachtungen') ist bekannt, dai 
den mit Phosphorsiure beladenen Hexosen unter den vergir- 
baren Zuckern eine Sonderstellung beziiglich der beim Garungs- 
akte benétigten Co-Zymasemenge zukommt. Auch im Gly- 
kogen liegt eine Kohlenhydrat-phosphorsiure-Verbindung vor. 
Weiterhin wurden vergleichende Untersuchungen zwischen Hefe- 
amylase einerseits, der Amylase des Speichels und der Taka- 
diastase andererseits angestellt. SchlieBlich wurde zu ermitteln 
gesucht, ob die Hefe in Analogie zu den in der Leberzelle 
obwaltenden Verhiltnissen. an die Zellstruktur adsorbierte 
Amylase enthalt. 

Zu den Versuchen wurde teils untergiirige Hefe der Hochschul- 
brauerei Berlin, teils untergiirige Hefe der hiesigen Bohrisch- Brauerei 
verwandt. Die Kohlensiure wurde in der iiblichen Weise im Enudio- 
meterrohr gemessen. Alle Versuche wurden bei 37° ausgefiihrt. Von 


den zahlreich ausgefiihrten Untersuchungen sind in den Tabellen Bei- 
spiele angegeben. 


I. Versuchsreihe. 


Unter Benutzung einer durch lange Lagerung an Co- 
Zymase verarmten Trockenunterhefe (Hochschulbrauerei Berlin’ 
wurde Macerationssaft dargestellt. Vergleichende Untersuchungen 


Tabelle I. 


Ansatz: 5,0 cem Macerationssaft aus Co-Zymase-armer Trocken- 
unterhefe (Hochschulbrauerei Berlin) 
0,1 g Kohlenhydrat. 


0,05 eem Toluol bei 37°. 














Zugefigtes eem CO, nach ieee 

Kohlenhydrat gh | gh | 18> | Q4h | 48% 
Glucose... . 2,0 59 | — s | = 
Glykogen . . . — —-_ | — 1,3 ~ 
Glucose. . . . a 20 | 2,6 3,7 | 6,4 
Glykogen . . . aa cn ee 1,1 
Glucose. .. . — —- | 29 | 8,4 4,0 
Glykogen . . . a —- | — | 12 1,5 








1) Diese Zs. Bd. 170, S. 264 (1927); Bd. 1738, S. 184 (1928). 


; 
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iiber die Vergirbarkeit von Glucose und Glykogen durch den 
Co-Zymase-armen Macerationssaft ergaben, daB unter diesen 
Bedingungen Glykogen in erheblich geringerem Umfange ver- 
goren wird als Traubenzucker (vgl Tab. I). Im Gegensatz zur 
Hexose-di-phosphorsiure und Hexose-mono-phosphorsiure be- 
darf also das Glykogen zu seiner Vergirung gréBerer Co- 
Zymasemengen als der Traubenzucker. 


II. Versuchsreihe. 

Wird hingegen ein mit Co-Zymase angereicherter Mace- 
rationssaft benutzt, dargestellt durch Suspension von Trocken- 
unterhefe in Hefekochsaft, so gestaltet sich die Vergiirung des 
Glykogens ergiebiger. Der Umfang der Glykogenvergirung 
durch Hefemazerationssaft ist weitgehend abhingig von der 
Konzentration des Substrates. So erreicht die Vergirung von 
Glykogen bei Anwendung in 2°/,iger Konzentration nur etwas 
mehr als die Halfte des Umfanges, der bei der Vergiirung von 


Tabelle II. 


Ansatz: 5,0 cem Macerationssaft aus Trockenunterhefe.') 
0,1 g Kohlenhydrat. 
0,05 cem Toluol bei 37°. 





























cem CO, nach ; ; 








Zugefiigtes ange eer saineiaiiannn 

Kohlenhydrat gh Bh 18° 245 48h 
Glucose. . . . 15,38 | 182 | 23,6 24,8 25,4 
Glykogen . . . — 52 | 5,9 6,5 6,7 

| 

Glucose. . . . 10,8 — | 18,4 21,0 | 222 
Glykogen . . . 1,5 — | 83 10,2 11,8 
Glucose. . . . 15,9 17,1 | 184 ow T 2. 
Glykogen . . . 2,0 46 | 9,5 10,7 12,1 
Glucose. . . . 11,5 129 ( — 16,7 18,2 
Glykogen . . . — 4,0 — 9,9 11,5 : 
Glucose. . . . 14,7 ee oe 20,2 21,3 | 
Glykogen . . . 4,1 —- | — 8,9 11,7 











*) Dargestellt durch Maceration von Trockenunterhefe (Hochschul- 
brauerei Berlin und Bohrisch-Brauerei Stettin) mittels Kochsaft aus 
frischer Unterhefe. 














142 Alfred Gottschalk, 


Traubenzucker in gleicher Konzentration erzielt wird (vel. 
Tab. 11). Lést man jedoch das Polysaccharid im Verhiltnis 
1: 100 in Co-Zymase-reichem Macerationssaft auf, so steigt 
der Umfang der Vergirung betrachtlich an, wenn er auch 
nicht véllig denjenigen bei Benutzung einer Aquivalenten Menge 
von Glucose erreicht (vgl. Tab. III). Dabei lassen sich nicht 
einmal mit der gleichen Hefesorte, die verschiedenen Ziichtungs- 
perioden entstammt, gleiche Resultate erzielen, wie z.B. aus 
den Versuchen a und b der Tab. III hervorgeht, die mit 
zu verschiedenen Zeiten gelieferter Bohrisch-Hefe angestellt 
wurden. Gleiches gilt fiir die Versuche 1 und 2 der Tab. Il. — 
Wenn auch bei Verwendung eines vollig gereinigten Glykogen- 
priiparates eine 100°/,ige Vergirung des Glykogens nicht er- 
reichbar ist, so konnte doch in zahlreichen Versuchen eine 
weitgehende Vergiirung dieses Polysaccharides unter Innehaltung 
obiger Versuchsbedingungen festgestellt werden. Der geringere 
Garungsumfang in dem von Leibowitz‘) mitgeteilten Versuch 
entsprechender Anordnung (Versuch 3) ist wahrscheinlich durch 
den geringeren Amylasegehalt der von ihm angewandten 
Trockenhefe bedingt. Weiterhin kénnen wir die Angabe von 
Leibowitz bestiitigen, dab die Induktionszeit der Glykogen- 
vergirung erheblich linger ist als diejenige bei Verwendung von 
Traubenzucker als Substrat, ein Zeitaufwand, der aufden komplexen 
Vorgang der Glykogenverzuckerung zuriickzufiihren sein diirfte. 

In unserer Versuchsanordnung kommt dem Hefekochsaft 
bei der Glykogenvergirung eine doppelte Aufgabe zu. Unum- 
ginglich notwendig ist der Hefekochsaft in seiner Kigenschaft 
als Co-Zymase fiir die Vergiirung der aus dem Glykogen ent- 
stehenden Hexose.”) Fernerhin enthalt der Hefekochsaft einen 
Stoff, der die glykogenverzuckernde Wirkung der Hefeamylase 
aktiviert. Vor Jahren haben Pringsheim und Fuchs’) darautf 
hingewlesen, daB Zusatz von abgetéteter Hefe den durch Malz- 
amylase nur unvollstindig bewirkten diastatischen Starkeabbau 
zu einem quantitativen gestaltet. 


1) Diese Zs. Bd. 173, S. 84 (1928 
*) Diese Zs. Bd. 168, S. 267 (192 
3) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1762 (192 
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Bereits friither') hatten wir die Beobachtung gemacht, dat 
die Hefeamylase im Gegensatz zur Hefemaltase sehr schwer 
durch Wasser extrahierbar ist. Auch bei dem Vorgange der 
Maceration geht nur ein Teil des Amylasegehaltes der Trocken- 
hefe in die Suspensionsfliissigkeit iiber. Schwemmt man nimlich 
wenige Gramm des Macerationsriickstandes in Hefekochsaft auf. 
so laBt sich mit diesem Gemisch noch eine betriichtliche Ver- 
girung des zugefigten Glykogens erzielen (vgl. Tab. III). 


III. Versuchsreihe. 


Weiterhin wurde versucht, durch Vergleich der Wirksamkeit 
der Hefeamylase mit derjenigen hinlinglich bekannter Amylasen 
nihere Aufschliisse tiber die Natur der in der Hefe vor- 
kommenden Amylase zu gewinnen. Zu diesem Zwecke wurde 
0,1 g Glykogen mehrere Stunden lang der EHinwirkung von 
Speichel- bzw. Takadiastase ausgesezt und dann der Giarung 
durch frische Hefe unterworfen. Als Kontrolle diente ein 
unter gleichen Bedingungen angesetzter Versuch mit Trauben- 
zucker. Aus Tab. IV ist ersichtlich, daB die Takadiastase, 
die zu dem System der ¢-Amylasen gehért, eine nahezu quanti- 
tative Verzuckerung des Glykogens hervorruft. Dabei ist die 
Anfangsgeschwindigkeit der Vergiirnng des durch Takaferment- 
wirkung aus dem Glykogen entstehenden Zuckers nicht selir 
betrachtlich kleiner als diejenige zugefiigter Glucose. Hingegen 
stimmen Speichelamylase und Hefeamylase beziiglich ihrer 
glykogenverzuckernden Wirksamkeit weitgehend tiberein. Auch 
die Speichelamylase fihrt zu keiner vollstindigen Glykogen- 
verzuckerung, und ebenso wird die durch Speichelamylase aus 
dem Polysaccharid in Freiheit gesetzte Hexose mit einer ganz 
erheblich geringeren Anfangsgeschwindigkeit vergoren als 
Traubenzucker (vgl. Tab. V). Natiirlich kann aus dem Ausfall 
dieser Versuche nichts Bestimmtes iiber die Zugehérigkeit der 
Hefeamylase zu einem der bekannten Amylasesysteme aus- 
gesagt werden. Immerhin erscheint das ihnliche Verhalten 
von Speichel- und Hefeamylase beziiglich ihrer glykogen- 





1) Diese Zs. Bd. 153, S. 215 (1926). 
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Tabelle IV. 


Ansatz: 0,1 g Kohlenhydrat + 9,5 com Wasser + 0,5 cem n/5-NaCl 
+ 0,05 g japanischer Takadiastase’) 4" lang bei 37°.?) 


Dann Zusatz von 1,0 g frischer Unterhefe. 











Zugefiigtes | —eem CO, nach © 

Kohlenhydrat 20’ =| 40’ 60’ Cd oh =| gh 
Glucose. . . . 14,4 | 201 | 21,4 | 22,2 25,7 
Glykogen . . . 11,4 16,6 18,3 20,4 24,5 

| | 
Glucose. .. . 15,9, 204 | 21,4 | .22,9 | 25,9 
Glykogen . . . 10,3 | 152 | 17,6 | 19,2 24.7 
| | | 

Glucose. . .. 10,1 22,1 | 23,7 | 25,9 28,7 
Glykogen . . . 9,4 19,5 | 21,6 23,4 27,3 
Glucose. . . . 17,6 | 21,8 | 28,2 25,2 | 28,8 
Glykogen . . . 13,0 17,9 | 204 22.6 27,9 
Glucose. . . . 8,1 214 | 23,2 248 | 25,9 
Glykogen . . . 7,6 16,5 | 18,7 21,0 | 24,0 





Tabelle V. 


Ansatz: 0,1g Kohlenhydrat + 9,5 eem Speichel + 0,5 eem n/5-NaCl 
5" lang bei 37°.?) 
Dann Zusatz von 1,0 g frischer Unterhefe. 











Zugesetztes | oem CO, nach 
Kohlenhydrat 30° | 60’ | 90 | Qh 5h 245 
Glucose. . . 180 | 241 | 24,7 25.4 | — | 281 
Ylykogen . . 3,5 9,7 | 14,4 6s {> — | say 
Glucose. . . 13,8 19,2 | 204 | 21,0 ~— | 969 
Glykogen . . 2,1 710 | #11,7 | 18,9 | — | 19,8 
Glucose. . . 17,8 196 | 202 | 20,7 21,6 | 25,2 
Glykogen . . 1,4 52 | 176 | 8,9 11,4 | 15,7 
Glucose. . . 14,7 — | = | 19,5 — | 25,9 
Glykogen . . — —- | — | 64), — 18,3 
Glucose. . . 15,6 at | - «| oe — | gen 
Glykogen . . 1,5 6,3 — 12,4 — | 20,6 





*) Zu den Versuchen wurde echte japanische Takadiastase benutzt: 
*) Eine Pufferung wurde nicht vorgenommen, da sie die nachfolgende 
volumetrische CO,-Bestimmung stéren konnte. Eine Pufferung ist auch 
nicht erforderlich, da die neutrale Lésung eine hinreichend giinstige 
Bedingung fiir die Amylasewirkung (py = Optimum bei 6,8) darstellt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVIII. 10 
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verzuckernden Kraft sowie der Vergirbarkeit des durch ihre 
Wirksamkeit aus dem Polysaccharid entstehenden Zuckers be- 
achtenswert. Hervorgehoben sei, dab die Speichelamylase nicht 
ohne Zwang in die Reihe der #/-Amylasen einzuordnen ist, da 
sie nach Pringsheim und Leibowitz!) das charakteristische : 
Substrat der #-Amylase, die Amylobiose, nicht zu spalten ver- 
mag. Wie kompliziert die Verhiltnisse liegen, gelit auch aus 

dem friiher erhobenen Befunde hervor?), daB maltasefreie Hefen, 7 
z. B. Saccharomyces Ludwigii, iiber zwei verschiedene Amylasen 














verfiigen, durch deren Zusammenwirken die Glykogenaufspaltung 
ermdglicht wird.*) Diese Hefe ist nach spateren Untersuchungen . 
von Pringsheim und Leibowitz!) amylobiasefrei, 
f ( 
IV. Versuchsreihe. ¢ 
Lesser und Zipf*) haben nachgewiesen, daB ein Teil | 
der in der Leberzelle vorhandenen Diastase an Struktur- J 
bestandteile adsorbiert ist und infolgedessen nicht auf das 
Glykogen einwirken kann. Diese Adsorption ist reversibel; ; 
sie kann durch Strukturzerstérung der herausgeschnittenen : 
Froschleber, Durchstrémung der Leber mit Adrenalin—Ringer- | 
lésung und andere Eingriffe aufgehoben werden. Wir haben | 
der Frage, ob auch in der Hefezelle etwa ein Teil der Diastase : 
durch Adsorption an Strukturbestandteile ihrem Wirkungsbereich 
entzogen ist, eine Reihe von Versuchen gewidmet. Dabei wurde 
in der Weise vorgegangen, daB sowohl durch chemische Agenzien : 
als auch durch mechanische Mittel die Struktur der Hefezelle 
zerstért wurde. Plasmolyse der Hefezelle wurde durch Ver- is 
reiben frischer unter- und obergiriger Hefe mit Essigester a 


bzw. Toluol erzielt. Zwecks mechanischer Vernichtung der 


1) Chem. Ber. Bd. 59, S. 991 (1926). 

2) Diese Zs. Bd. 152, 8. 132 (1926). 

8) Biochem. Zs. Bd. 140, 8. 435 (1923); Bd. 191, 8S. 175 (1927). 

*) Die von Pringsheim und Leibowitz!) stammende Angabe, 
dab Stiirke durch ein Gemisech von Speichel- und Pankreasamylase 
weitgehend in Glucose umgewandelt werden kann, ist von Rona und 
Mitarbeitern (Biochem. Zs. Bd. 187, 5. 328 (1927)] nicht bestatigt worden. 
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Zellstruktur verrieben wir frische Hefe im Mérser mit Quarz- 
sand und Kieselgur. In zahlreichen Versuchen wurde die 
Selbstgirung frischer Hefe mit der Selbstgirung einer ent- 
sprechenden Menge von Hefe, deren Struktur auf chemischem 
oder mechanischem Wege zerstért worden war, verglichen. 
Niemals konnte eine Steigerung der Selbstgirung im Gefolge 
der Strukturzerstérung beobachtet worden.') Auch luftgetrocknete 
und sorgfaltig mit dem Pistill zerkleinerte Trockenunterhefe 
zeigte keine starkere Selbstgirung als die entsprechende Menge 
frischer: Hefe, aus der sie dargestellt worden war. Ebenso ist 
Adrenalin, das in der Froschleber die raumliche Trennung 
von Diastase und Glykogen aufhebt, auf die Glykogenolyse 
der Hefe, gemessen an der Selbstgirung, ohne EinfluB. Die 
angewandten Konzentrationen reichten von 1:100000 bis 
1:10000. Aus den negativ ausgefallenen Ergebnissen dieser 
Versuchsreihe darf gefolgert werden, daB die Hefezelle keine 
iiberschtissige Diastase enthalt, die — etwa in Analogie zur 
Ei- und Leberzelle des Frosches — durch Adsorption an 
Strukturbestandteile gebunden wire. Der Gehalt der Hefe- 
zelle an Amylase ist spiarlich. Das geht sowohl aus unseren 
triheren wie aus den voranstehenden Versuchsergebnissen 
deutlich hervor. Hieraus diirfen jedoch nur mit groBem Vor- 
behalt Schliisse auf die Bedeutung bzw. Bedeutungslosigkeit 
des Glykogens fiir den Zuckerumsatz der Hefezelle gezogen 
werden. 


1) Da alle angestellten Versuche negativ verliefen, d.h. in dem 
Hauptansatze keine stirkere CO,-Bildung (Selbstgarung) gemessen wurde 
als in den Kontrollversuchen mit unvorbehandelter Hefe, sei von der 
Wiedergabe der zahlreichen Protokolle hier abgesehen. 
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Untersuchungen itiber die Konstitution der Gallensiuren. 
XIV.’) 


Uber die Kondensation der Dehydrocholsaure mit sich selbst 
und mit aromatischen Aldehyden. 


Von 


W. Borseche und E. Feske. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1928 ) 


Bei Versuchen, Cholsiiture und einige andere Siaiuren der 
Gallensiuregruppe durch anhaltendes Erhitzen unter Druck in 
neuartiger Weise abzubauen, haben wir aus Dehydrochol- 
siure ©,,H,,0, unter bestimmten, nachher noch niher an- 
zugebenden Umstinden einen bisher unbekannten Abkémmling 
gewonnen. Er ist aber kein Abbauprodukt, sondern das Er- 
gebnis einer Synthese. Denn er besitzt die Formel ©,,H,,0, 
und ist danach durch Vereinigung zweier Dehydrocho!l- 
siuremolekiile unter Wasseraustritt entstanden. Aus den 
Verhalten der Dehydrocholsiure in anderen ihnlichen Fallen 
schlieBen wir, daB sich die Kondensation zwischen dem Car- 
bonyl in Ring I auf der einen und einem der beiden ihm be- 
nachbarten Methylene auf der andern Seite vollzogen hat, 
Wir schreiben also der Siure C,,H,,0, einstweilen eine de: 
beiden folgenden Konstitutionsformeln zu: 


| | 
CH CH 





cs tile | | ila all 
ei oe ’ CH, CH CH 2G. * 
Be | fe a | i jf 
oc CH C=C CO—CH, oder 4,C—CG CH, OC CH | 
ng ne ee i mis i 
CH, CH, OC CH CO OC CH C===—C Ob, 
oe li all iil he 
CH, GH, CH, CH, 


') XIU. Mitteilung. Diese Zs. Bd. 176, S. 109 (1928). 
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Eine Reaktion gleicher Art hat vor einiger Zeit Tomihide 
Shimizu beobachtet, als er Dehydro-desoxycholsiure C,,H,.0, 
mit Athylalkoholischer Salzsiure veresterte.') Dabei krystalli- 
sierte nimlich in der Hauptsache der Diithylester C,,H,,O,Cl 
einer Siure C,,H,,O,Cl aus, die aus dem Produkt der Selbst- 
kondensation zweier Molekiile Dehydro-desoxycholsiure durch 
Anlagerung von Chlorwasserstoff abgeleitet werden kann und 
sich durch Chlorwasserstoffabspaltung in der Tat in eine Saiure 
C80, verwandeln lieB. Chlorhaltige und chlorfreie Kon- 
densationsprodukte von diesem Typus sind schon hiufig aus 
alicyclischen Ketonen mit der Gruppe -CO-CH,- durch Chlor- 
wasserstoff erhalten worden. Auch zwei Molekiile Dehydro- 
cholsaure lassen sich in Hisessig geliést so miteinander 
vereinigen und liefern dabei denselben Stoff C,,H,,O, wie 
beim Erhitzen. 

Borsche und Frank haben Dehydrocholsaure mit 
Benzaldehyd durch Natronlauge kondensiert, dabei aber, auch 
wenn sie einen groBen UberschuB von Benzaldehyd anwandten, 
immer nur eine 2,4-Dibenzaldehydrocholsiure 


CO 


i, 
HG 0G 
| III | 
cu... 


Pride ai 
C,H;-CH:C C—CH, 
| i it a 
OC CH CO 
gal at 


C,H,+CH os 

bekommen, obgleich auBer den beiden  reaktionsfahigen 
Methylenen in Ring I nach der derzeitigen wohlbegriindeten 
konstitutionsformel der Dehydrocholsiiure noch wenigsten je 
ein weiteres in den Ringen II und III vorhanden sein miiBte.?) 
Nun hangen in einem Molekiil mit mehreren verschieden ge- 
stellten, reaktiven Methylengruppen die Stellen, an denen 
Kondensationsreaktionen einsetzen, bekanntlich stark von den 

1) Diese Zs. Bd. 123, S. 159 (1922). 

*) Chem. Ber. Bd. 57, 8S. 1873 (1924). 
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Wegen ab, auf denen man die Wasserabspaltung durchfilhrt. 
Alkalien kénnen den EKingriff des Aldehyds auf einen anderen 
Ort lenken wie Wirme oder Saéuren. Wir haben deshalb 
Dehydrocholsiure und Benzaldehyd jetzt auch bei 
250° im Kinschmelzrohr und in chlorwasserstoffhal- 
tigem EKisessig aufeinander einwirken lassen. Dabei 
bekamen wir in der Tat eine neue Dibenzal-dehydrocholsiure, 
die wir zum Unterschied von der friiher beschriebenen (a)-Ver- 
bindung vorliufig als #-Dibenzal-dehydrocholsadure be- 
zeichnen wollen. Aber an ihrer Bildung scheinen wieder nur 
die beiden reaktiven Methylene in Ring I beteiligt zu sein. 
Denn Biliansiure, in der er aufgesprengt ist, haben wir durch 
Chlorwasserstoff ebensowenig mit aromatischen Aldehyden kon- 
densieren kénnen wie durch Natronlauge. Wie die Isomerie 
zwischen «@- und f-Dibenzal-dehydrocholsiure unter diesen 
Umstinden zu deuten ist, miissen weitere Versuche lehren, 
deren ungestérten AbschluB uns vorliegende Mitteilung sichern 
soll. Wir sehen uns zu ihr gezwungen, weil Herr Koozoo 
Kaziro!) unliingst ohne vorherige Verstindigung mit uns an 
die oben erwihnten Beobachtungen von Borsche und Frank 
angekniipft und sie weiter auszubauen begonnen hat. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Saure C,.H,,0, aus Dehydrocholsaure C,,H.,0,. 


48°" 66 
1. Durch Erhitzen im Bombenrohr. 


5 g Dehydrocholsiure werden in ein mit Kohlendioxyd ge- 
fiilltes Bombenrohr eingeschmolzen und 8—4 Stunden auf 250° 
erhitzt. Nach dem Erkalten ist im Rohr kein Druck mehr vor- 
handen. Ks enthilt neben Wasser ein briiunlich gelbes, glasartig 
sprédes Harz, das man am besten mit siedendem Eisessig heraus- 
lost. Die Lésung ist dunkelgelb gefirbt und zeigt sehr starke griine 
Fluoreszenz. Beim Erkalten scheidet sie die Siure C,,H,,.0, 
in flachen, gelblichen Nadeln ab, deren Schmelzpunkt sich nach 
éfterem Umkrystallisieren auf 309—310° einstellt. Die Aus- 


) Chem. Zbl. 1927, Bd. II, 8. 2060. 
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beute daran betrigt etwa 50°/, der theoretischen und hat sich 
durch mehrfache Abianderung der Versuchsbedingungen nicht 
verbessern lassen.!) Dagegen verschlechtert sie sich, wenn man 
gréBere Mengen Dehydrocholsaiure in einem Ansatz verarbeitet 
oder wenn man die Temperatur von 250° wesentlich iiber- 
schreitet. 


2. Durch Erhitzen im offenen GefiB. 


Auch in diesem Fall sind die Ausbeuten an krystalli- 
siertem Kondensationsprodukt am besten, wenn man immer 
nur von 4—5 g Dehydrocholsiure ausgeht und sie im Kohlen- 
dioxydstrom 2 Stunden auf 300° erhitzt. Bleibt man mit der 
‘Temperatur bei 250°, also nur wenig iiber dem Schmelzpunkt 
der Dehydrocholsiiure, so wird letztere fast unverindert wieder- 
gewonnen. Bei 4stiindigem Erhitzen auf 300° wird zwar alles 
Ausgangsmaterial verbraucht, aber anscheinend auch schon 
ein groBer Teil des Kondensationsproduktes zersetzt. Nach 
dem Erkalten arbeitet man die Schmelze auf wie unter 1. Sie 
liefert etwa 30°/, der Theorie an Siure C,,H,,0O,. Die Mutter- 
laugen davon hinterlassen beim Einengen ein dunkelbraunes 
Harz. Es ist uns bisher nicht gegliickt, es priiparativ irgendwie 
nutzbringend zu verwerten. 


3. Durch Chlorwasserstoff-Hisessig. 


Sattigt man eine Lésung von Dehydrocholsiure in der 
20fachen Menge Eisessig bei Zimmertemperatur mit Chlor- 
wasserstoff und iiberliBt sie dann im verschlossenen GefaB 
sich selbst, so braunt sie sich langsam, beginnt griin zu fluores- 
zieren und fingt nach einigen Tagen an, die charakteristischen 
Nadelchen der Siiure C,,H,,0, abzuscheiden. Wenn sich (nach 
etwa einer Woche) deren Menge nicht mehr vergréBert, werden 
sie abgesaugt. Sie schmelzen nach dem Auswaschen mit Eis- 
essig bei 307—308° und sind schon nach einmaligem Umkry- 
stallisieren halogenfrei. Die Ausbeute daran betragt wieder 


1) Aus Dehydro-desoxycholsiiure C,,H,,O0, entsteht unter den gleichen 
Bedingungen die Siure C,,H,,0, von Tomihide Shimizu. 
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etwa 50°/, der Theorie. Aus den Hisessigmutterlaugen ligt 
sich durch Verdiinnen die nicht in Reaktion getretene Dehydro- 
cholsiure gréBtenteils zuriickgewinnen. 

Die Siure C,,H,,0, ist schwer léslich in Alkohol, Ather, 
Aceton und Essigester, gut léslich in siedendem Eisessig und 
schwer verbrennlich. 

2,970 mg Substanz (im Vakuum iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet) gaben 7,900 mg CO,, 2,257 mg H,O. 

Cy3sH 6,0, Ber. C 78,23 °, H 8,46 °/, 
Gef. ,, 72,56 »» 8,50. 

Von Abkémmlingen der Saéure C,,H,,O, haben wir 
bisher ihren Dimethylester und sein Pentoxim dargestellt. Den 
Dimethylester gewannen wir, indem wir 1 g Siéure in 50 ccm 
Ather aufschwemmten und Diazomethan im Uberschu8 darauf 
einwirken lieBen. Die Umsetzung zwischen beiden verlief sehr 
trige und war erst nach 24 Stunden beendet, ohne daB sich 
das Ausgangsmaterial dabei gelést hatte. Thr Produkt kry- 
stallisierte aus siedendem Methanol in farblosen, an den Enden 
zugespitzten Nidelchen und schmolz bleibend bei 265°. 

4,891 mg Substanz gaben 2,891 mg AgJ. 

CoH 50, Ber. OCH, 7,61 °/, Gef. OCH, 7,84°,. 

Mol.-Gew. nach Rast: 0,0096 g Substanz gaben in 0,1140 g Campher 
A 4,4 

0,0088 g Substanz gaben in 0,1100 g Campher 4 4,2°. 

Jap hive Ber. Mol.-Gew. 814,5 °/, Gef. Mol.-Gew. 766, 762°. 

Das Pentoxim des Esters fiel in amorphen, weiBen 
Flocken aus, als wir 0,2 g Ester mit 0,2 g Hydroxylaminchlor- 
hydrat und 0,4g Natriumacetat in 10 ccm Methanol 4 Stunden 
kochen lieBen und das Reaktionsgemisch, da es auch bei 
lingerem Aufbewahren nichts ausschied, vorsichtig mit Wasser 
verdiinnten. Es sinterte nach dem Auswaschen und Trocknen 
bei 210° und schmolz bei 229° zu einer klaren Fliissigkeit. 
Zur Krystallisation konnten wir es nicht bringen. 

4,040 mg Substanz gaben 0,263 cem N (22°, 756 mm). 

Co H50,N; Ber. N 7,87°/ Gef. N 750°. 


Die Oxydation der Siure mit alkalischer Permanganat- 
lésung, die wir in derselben Weise durchfiihrten wie die Oxy- 
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dation von Dehydrocholsiure zu Bilianséure + Isobiliansaure, 
hat uns kein charakteristisches Abbauprodukt  geliefert. 
Reduktionsversuche mit ihr hatten erst Erfolg, als wir sie 

mit dem in der vorigen Mitteilung der Reihe erwahnten, hoch 
wirksamen Pt-Katalysator ansetzten, und fiihrten dann gleich 
zur gesattigten Pentaoxy-dicholansiure C,.H,.0,: 2,7 ¢ 
(=1/,,, Mol) in 108 ccm Kisessig wurden mit 1,5 g Pt-Mohr 
bei 2,5 Atm. und 100° bis zum Aufhéren der Absorption mit 
Wasserstoff geschiittelt. Dieser Punkt war nach 50’ erreicht; 
danach waren etwa 6 Mole (450 ccm) addiert, die Hauptmenge 
(400 ccm) bereits nach 20’. Die Lésung wurde nach dem 
Filtrieren unter vermindertem Druck auf ein Drittel ihres 
Volumens eingeengt und, da sie beim Erkalten klar blieb, mit 
Wasser ausgespritzt. Das Reduktionsprodukt setzte sich all- 
mahlich als farbloses, zihes Harz ab. Es wurde zwar nach 
mehrtigigem Stehen unter reinem Wasser fest und scheinbar 
krystallin, eB sich aber aus keinem der iiblichen organischen 
Liésungsmittel umkrystallisieren. Im Vakuum iiber Atzkali 
bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, begann der 
Stoff von 220° ab zu sintern und schmolz bei 245—246° zu 
einem klaren Tropfen zusammen. Bei der Analyse gab er 
Werte, die am besten auf die Formeln C,,H.,O, + H,O oder 
20, ,H,,0, + C,H,O, stimmen: 


2,578 mg Substanz gaben 6,680 mg CO,, 2,220 mg H,O 
2,715 mg _s,, » 1,055 mg CO,, 2,295 mg H,0. 
C,.H.0, Ber. C 72,13 %, H 9,84 °), 
C,3H,;,0,-H,0 », 10,54 » 9,87 
2C,,H,,0,-C,H,0O, , 70,97 » 9,78 
Gef. ,, 7,69. 70,89  ,, 9,84, 9,46. 


Den Dimethylester dieser Siure haben wir noch nicht 
zur Krystallisation bringen kénnen. 


II. /-Dibenzal-dehydrocholsaure, C,.H,,0,, aus Dehydrochol- 
saure und Benzaldehyd. 





1. Durch Erhitzen im Bombenrobr. 


4g Dehydrocholsiiture werden mit 4,4 g = 4 Molen Benz- 
aldehyd im CO,-gefiillten Einschmelzrohr etwa 4 Stunden auf 
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250—255° erhitzt. (Wird diese Temperatur wesentlich iiber- 
schritten, so ist das Reaktionsprodukt kaum zur Krystalli- 
sation zu bringen). Nach dem Erkalten ist das Rohr druckirei. 
Ks enthilt eine klare, dunkelrote, schwerbewegliche Fliissigkeit, 
die mit heiBem Eisessig herausgelést und durch Destillation 
mit Wasserdampf von nicht umgesetztem Benzaldehyd befreit 
wird. Der Destillationsriickstand erstarrt schnell zu einem 
dunkelroten Glas, das sich leicht in den gebrauchlichen orga- 
nischen Lésungsmitteln lést. Beim Eindunsten seiner alko- 
holischen Liésung bleibt es zunachst wieder als Harz zuriick. 
Allmahlich bilden sich aber Krystallkeime darin. Verriihrt 
man es nunmehr erneut mit Alkohol, so verwandelt es sich 
bald in einen Brei feiner Niidelchen. Sie schmelzen nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol oder Eisessig bei 
219—220° (nicht vollkommen scharf) und sind ausgesprochen 
phototrop. Ihre urspriinglich nur schwache Firbung geht 
schon durch zerstreutes Tageslicht schnell in ein tiefes Gelb 
liber. Trotz des nicht vollkommen scharfen Schmelzpunktes 
und trotz nicht voéllig gleichmiBiger Krystallisation (neben 
mikroskopisch kleinen vereinzelt zentimeterlange, zu Biischel: 
vereinigte Nadeln), die sich aber beide durch haufiges Umkry- 
stallisieren nicht verbessern lieBen, gab der Stoff bei der Analyse 
nahezu die von der Formel C,,H,,O, verlangten Werte: 


2,695 mg Substanz gaben 7,735 mg CO,, 1,710 mg H,0O. 


2,290 mg - » 6,575 mg CO,, 1,520 mg H,0O. 
OHO, Ber. C 78,86 °/, H 7,82 °/, 
Gef. ,, 78,30, 78,33 y 1,10, 7,48. 


Kin Versuch, 5 g@ der Dibenzal-dehydrocholsiiure von 
Borsche und Frank?) durch 21/, stiindiges Erhitzen auf 250’ : 
in 3-Dibenzal-dehydrocholsiiure zu verwandeln, hatte keinen 
Erfolg. Aus der alkoholischen Lésung der braunen Schmelze, 
die dabei entstand, konnten wir auch durch wiederholtes Impfe: 
mit dem Priiparat vom Schmelzp. 219—220° keinen krystalli- 
sierten Stoff abscheiden. 


l) aca. O. 
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2. In Eisessig durch Chlorwasserstoff. 

4 g Dehydrocholsiure + 4,4 g Benzaldehyd in 80 ccm 
Kisessig—Chlorwasserstoff werden etwa eine Woche bei Zimmer- 
temperatur sich selbst iiberlassen; dann erhitzt man das rote, 
griin tluoreszierende Gemisch bis fast zum Sieden und versetzt 
mit 20 com Wasser. Beim Erkalten scheidet es nach einiger 
Zeit reichlich £-Dibenzal-dehydrocholsiure in gelblichen Nadel- 
chen aus. Sie schmelzen roh um 215° und stimmen nach 
dem Umkrystallisieren in ihren Eigenschaften voéllig mit dem 
bei 250° gewonnenen Stoff iiberein. 

Aus eimer Liésung von «-Dibenzal-dehydrocholsaiure in 
Kisessig—Chlorwasserstoff haben wir unter den gleichen Um- 


stinden nur hellbraune Flocken eines amorphen Harzes er- 
halten. 


III. Di-p-chlorbenzal-dehydrocholsaure C,,H.,0, [:CH( Sel), 5 

2g Dehydrocholsiure + 2g p-Chlorbenzaldehyd in 40 ccm 
Kisessig wurden nach dem Siattigen mit Chlorwasserstoff 3 Tage 
sich selbst iiberlassen, dann mit 50 ccm Eisessig verdiinnt, 
aufgekocht und nach Hinzufiigen von 10ccm Wasser zur Kry- 
stallisation bei Seite gestellt. Hellgelbe, mikroskopische Blatt- 
chen, Schmelzpunkt nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 
Kisessig + Wasser bleibend bei 249°. 


2,725 mg Substanz gaben 7,030 mg CQ,, 1,480 mg H,0. 

5,080 mg . 5 0,555 mg Cl. 

C3,H4,0,Cl, Ber. C 70,46°, H 6,23 °/, Cl 10,95 ° , 
5» 10,38 5, 6,08 » IGRe. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
und der J. D. Riedel A.-G. in Berlin-Britz sind wir fiir die 
freundliche Férderung unserer Versuche wiederum zu groBem 
Dank verpflichtet. 
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Weitere Studien iiber die Lichtabsorption im Ultraviolett 
durch «-Aminoséuren, Polypeptide, 2,5-Dioxopiperazine 
und Betaine. 


Von 
Emil Abderhalden und Ernst Rossner. 


(Mit.7 Figuren im Text.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1928.) 


Wie wir in der letzten Mitteilung') dargelegt haben, be- 
diirfen die friiher auf Grund spektrophotometrischer Aut- 
nahmen durch Herrn Dr. Haas bekannt gegebenen Ergebnisse 
in mancher Hinsicht einer Korrektur und zwar einmal deshal), 
weil, wie sich nachtraglich herausgestellt hat, bei dem ver- 
wendeten U.-V.-Spektrographen Funkenspektrum und Wellen- 
lingenskala nicht tibereinstimmten und dann, weil trotz mehr- 
fachen Umkrystallisierens nicht der Grad der Reinheit der ver- 
wendeten Verbindungen erreicht worden ist, der unbedingt 
notwendig ist, sollen die gewonnenen Absorptionskurven eine 
der untersuchten Substanz eigene physikalische Kigenschatt 
wiedergeben. Je gréSer unsere Erfahrungen bei spektro- 
graphischen Aufnahmen geworden sind, um so mehr haben wir 
erkannt, welch groBe Anforderungen an eine einwandfreie Fest- 
stellung spezifischer Absorptionskurven gestellt werden miissen. 
Immer wieder konnten wir beobachten, daB mit gréBter Sorg- 
falt umkrystallisierte Verbindungen Absorptionskurven ergaben, 
die in ihrem ganzen Verlauf von vornherein den Verdacht er- 
weckten, daB der untersuchten Verbindung noch hartniickig 
Fremdstoffe beigemengt waren. Obwohl die in Frage kom- 


— 





1) Diese Zs. Bd. 176, S. 249 (1928). 
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menden Verbindungen nach ihrer ganzen Darstellungsweise, 
ihrem Aussehen, ihren Eigenschaften usw. als in chemischem 
Sinne vollkommen einheitlich anzusprechen waren, gelang es 
doch schlieBlich durch weitere Reinigungsverfahren zu Pro- 
dukten zu gelangen, die Absorptionskurven von anderem Ver- 
Geringste Spuren von Beimengungen kénnen 
tiefgehenden EinfluB auf das Absorptionsverhiltnis ergeben. 
Es ist zu empfehlen, verschiedene Fraktionen einer so weit- 


lauf ergaben. 
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Fig, 2. 


gehend als nur méglich gereinigten Substanz zur Untersuchung 
zu vyerwenden und schlieBlich auch noch die Mutterlauge zu 


priifen. 


Ergeben alle Anteile den gleichen Verlauf der Ab- 


sorptionskurve, dann darf wohl mit Sicherheit angenommen 
werden, wenn nicht ganz besondere Verhiltnisse vorliegen, daB 
die erhaltene Absorptionskurve ausschlieBlich der zur Unter- 
suchung verwendeten Verbindung zugehdrt. 

In Fig. 1 und 2 sind die Absorptionskurven von Glycyl- 
glycin, dl-Leucyl-glycin und Glycyl-dl-leucin nebst 
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den zugehorigen 2,5-Dioxopiperazinen wiedergegeben. Diejenige 
von dl-Leucyl-glycin und die fir Glycyl-dl-leucin decken sich 
zum groBen Teil. Die Absorptionskurve fiir das entsprechende 
2,5-Dioxopiperazin lauft derjenigen fiir das Dipeptid annahernd 
parallel. In Fig. 3 ist die Absorptionskurve fir das Tripeptid 
dl-Leucyl-glycyl-glycin wiedergegeben. Ibr Verlauf ist 
ein wesentlich anderer als seinerzeit mitgeteilt worden ist. 

In Fig. 4 und 5 sind die Absorptionskurven fiir das ge- 


wohnliche Betain und fiir das Hordenin?) wiedergegeben. 
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Gleichzeitig ist der Verlauf der Absorptionskurve des salz- 
sauren Salzes dargestellt. 

Wir haben weiterhin das spektrographische Verfahren 
dazu beniitzt, um die Frage zu priifen, ob vollstindig reines 
Cystein sich spontan in Cystein verwandelt. Wir ver- 
wendeten zu unseren Untersuchungen ein von der Firma 
Schering bezogenes, nach O. Warburg hergestelltes, angeblich 
vollkommen reines Cysteinchlorhydrat. Aus diesem stellten 


wir unter Verwendung aller nur denkbaren VorsichtsmaBrege!n 


') Vel. hierzu diese Zs. Bd. 160, 8S. 256 (1926), 
*) Fiir die Uberlassung des Priiparates sei Herrn Kollegen Winter- 
stein, Ziirich, auch an dieser Stelle herzlich gedankt. 
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zur Fernhaltung von Beimengungen und insbesondere von 
Schwermetallen (Eisen!) das freie Cystein dar. Von diesem 
machten wir eine spektographische Aufnahme und bewahrten 
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die Stammldésung in einem wohlverschlossenen QuarzgefaB auf. 


Das zuerst verwendete Priparat wies schon bei seiner Ankunft 
einen deutlichen Geruch nach schwefelhaltigen Produkten (H,S? 
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aut. Ein zweites Priparat war frei von diesem Geruch. Man 
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wonach aus Cysteinchlorhydrat, das auf Grund der Bezeichnung 
der Firma Schering als nach dem Verfahren von O. Warburg 
dargestellt als vollkommen rein betrachtet werden darf, unter 
allen nur denkbaren Kautelen zur Vermeidung nachtraglicher 
Beimengungen hergestelltes Cystein in waBriger Lésung sich 
allmiithlich veriindert, noch nicht als ein endgiiltiges Ergebnis 
betrachten, vielmehr dazu anregen, mit der gleichen Methode 
das Verhalten einer reinen Cysteinlésung zu verfolgen. kK. 
muB sich dann zeigen, ob es einen Grad der Reinheit des 
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Cysteins gibt, der ihm einen héheren Grad der Stabilitat gibt, 
als unser Priiparat sie zeigte. Auf alle Fille ist das angewandte 
Verfahren ganz besonders geeignet, sich vollziehende Ver- 


inderungen zu verfolgen. : 
Zu den ausgefiihrten Versuchen und der Art der Dar- 9 
stellung der erhaltenen Ergebnisse ist folgendes zu bemerke: k 
Der spektrophotometrischen Aufnahme jeder Substanz liegt (ie v 
I. . . 

bekannte Formel e = a - log - zugrunde, wobei ¢ durch die \ 


molekulare Konzentration der betreffenden Substanz ausgedriickt =a 
wird. Um Vergleichswerte zwischen verschiedenen Substanze! 
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mit gleichen elementaren Bausteinen zu gewinnen, muB man be- 
riicksichtigen, wie oft ein Baustein im Gesamtmolekil enthalten 
ist, d. h. man muB in solchen Fallen neben der absoluten Kurve 
eine zum Vergleich brauchbare Kurve aufstellen, bei der nicht der 
molekulare Wert die Basis fiir ¢ bildet, sondern der Aquivalente. 
Vergleicht man z. B. die absoluten Kurven zwischen Glykokoll 
und Diglycyl-glycin miteinander, so existiert kein Zweifel, daB 
das Tripeptid stairker absorbiert, als die zugrunde liegende 
Aminosdure, weil im Polypeptid der Baustein Glykokoll in der 
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3fachen Konzentration enthalten ist. Man miiBte hier also 
neben der absoluten, auf der molekularen Konzentration ba- 
sierenden Kurve eine zu Vergleichszwecken brauchbare Kurve 


; ° — . m . . 
setzen, die den Aquivalentwert x = = Zur Basis hat. Die 


gleiche Uberlegung gilt auch beim Vergleich der Absorptions- 
kurve von Cystin mit Cystein. Neben der absoluten Kurve 
von Cystin und Cystinchlorhydrat haben wir daher noch die 


Vergleichskurve mit dem fiir Cystein Aquivalenten Wert x = > 
autgestellt. 


Zur Aufnahme der Kurve von Cystinchlorhydrat hatten 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXVIII. 11 
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wir Cystin in iiberschiissiger Salzsiure gelést und gingen dann 
beim Cysteinchlorhydrat analog vor. Es zeigte sich, daB kein 
wesentlicher Unterschied im Verlauf der Absorption zwischen 
Cysteinchlorhydrat in wiBriger oder salzsaurer Lésung besteht. 

Zur Herstellung der freien Cysteinlésung wurden alle 
Operationen in QuarzgefiBen ausgefiihrt. Das Wasser wurde 
mit Hilfe eines Quarzkiihlers destilliert. Zur Darstellung der 
Ammoniaklésung wurde das durch ganz kurzes Erwirmen 
von gewodhnlichem 25°/,igen Ammoniak entstehende  ga:- 
formige NH, durch einen Quarzkiihler hindurch iiber Wasser 
geleitet. Der Gehalt an NH, wurde durch Titration bestimm: 
und die Lésung mit so viel Wasser verdiinnt, daB sie genau 
1/100, bzw. bei anderen Versuchen 1/50 normal war. Die 
Richtigkeit der Einstellung der Liésung wurde durch eine noch- 
malige Probetitration kontrolliert. Zum Abmessen der Fliissic- 
keitsmengen wurde eine Quarzpipette verwandt. Alle Ge. 
fife wurden vorher wiederholt mit iiber Quarz destilliertem 
Wasser ausgespiilt. Nun wurde eine Probe Cysteinchlorhydrat 
direkt aus dem Originalglischen in einen Quarzkolben hinein- 
gewogen und in so viel der n/50 bzw. n/100-Ammoniaklésung 
gelést, daB eine m/50 bzw. m/100-Cysteinlésung entstand. 
Nun wurde sofort spektrophotometriert. Dabei wurden die ge- 
wohnlichen Kiivetten nach Scheibe verwandt, die innen mit 
im Hochvakuum destilliertem Paraffin ausgekleidet worden 
waren. Da sich an der Basis des Kiivettenzylinders eine, wenn 
auch nur minimale Berihrung mit der Glaswand nicht ver- 
meiden lieB, wurde beim Wechseln der Schichtdicken jedesmal 
frische Lésung aus dem Quarzkolben verwendet. Bei den 
Versuchen, bei denen die Cysteinlésung nach langerem Stehen 
(im lose verschlossenen Kélbchen mit Glashaubenschutz) wieder- 
holt photometriert wurde, wurde die Hauptmenge der Fliissigkeit 
nicht in den Spektrographenraum gebracht, damit keinerle! 
Kisen- bzw. Nickelspuren durch den verstiubenden Eisen 
Nickelfunken in die Fliissigkeit gelangen konnten. Es zeigte 
sich, daB die aus den Kiivetten in ein QuarzgefaB zuriick- 
gegossenen Fiissigkeitsmengen bereits nach 2 Tagen reichlic!: 
Cystin ausgeschieden hatten. 
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Um zu sehen, ob durch Zugabe Aquivalenter Mengen HCl 
die Ausgangskurve zuriickerhalten wird, wurden zu einer m/50- 
Cysteinlésung gleiche Mengen einer unter allen oben geschil- 
derten MaBregeln dargestellten n/50-HCl hinzugegeben. Die so 
erhaltene m/100-Cysteinchlorhydratlésung wurde photometriert. 
Bei frisch dargestellten Lésungen ergab sich kein Unterschied. 
Bei lingerem Aufbewahren jedoch, besonders bei einem ersten 
weniger guten und bereits stark nach Schwefelverbindungen 
riechenden Praparat, erhielten wir eine deutliche zwischen 
Cystin und Cystein bzw. deren Chlorhydrate liegende Kurve. 











Uber die Darstellung eines am enzymatischen Abbau 
Glucose-Milchsaure im Muskel beteiligten Stoffes (Aktivator 
nach Meyerhof). 

Von 
Edvard Brunius und Stig Proffe. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Juli 1928.) 


Vor einiger Zeit hat Meyerhof?) einen von ihm als Akti- 
vator betrachteten Stoff beschrieben, welcher beim Kohlen- 
hydratabbau durch Muskelenzyme die Spaltung von Gleich- 
gewichtsglucose (#,8-Glucose) zu Milchsiure méglich machi. 
Meyerhof fand, daB dieser Stoff, iiber dessen Funktion als 
Aktivator wir uns hier nicht iuBern wollen, und welchen wir in 
diesem Laboratorium der Kiirze halber einstweilen MX be- 
zeichnen, im Autolysesaft der Hefe vorkommt. 

Als geeignetes Ausgangsmaterial der Darstellung gilt 
Meyerhof Backerhefe an. Die Hefe wird in Gegenwart yon 
Toluol autolysiert, entsprechend den von Hudson’), sowie von 
Willstatter und Racke®) bei der Darstellung von Saccharase 
gemachten Erfahrung. Bei unseren Versuchen, ein hochaktives 
Praparat MX zu erhalten, haben wir zunichst als Ausgangs- 
material eine Oberhefe der Hefefabrik in Rotebro (R-Hete 
verwendet, da wir glaubten, daB dieselbe der von Meyerho: 
angewandten Hefe am niichsten kommen wiirde. Bei der 
Autolyse dieser Hefe in Gegenwart von Toluol erhielten wi 
aber den erwarteten Stoff nicht. Bei weiteren Versuchen 


') Meyerhof, Biochem. Zs. Bd, 181, S. 189 (1927). 
*) Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 36, 8. 1566 (1914). 
‘) Liebigs Ann. der Chem, Bd. 425, S. 1 (1921). 
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fanden wir, daB ein Zusatz von Glucose zur autolysierenden 
Hefe erforderlich war, um ein positives Resultat zu gewinnen. 

Unser Verfahren ist somit folgendes: Etwa 0,5 kg Ober- 
hefe wird in 500 ccm Wasser suspendiert. 10g Glucose werden 
zugesetzt und die Mischung wird etwa 1 Stunde bei 30—35° 
stehen gelassen. Hierauf werden weitere 10 g Glucose gleich- 
zeitig mit Toluol zugesetzt und nach etwa 36 stiindiger Auto- 
lyse bei 30—35° kann die Mischung zentrifugiert werden. 
Nach starkem Zentrifugieren wird eine fast vollstindig klare 


- gelbgefarbte Lésung erhalten. Die aktive Substanz wird nach 


der Vorscbrift von Meyerhof mit dem gleichen Volumen 
96°/,igen Alkohols gefallt. Die Alkoholfallung wird in Wasser 
aufgeschlimmt und das Ungeléste wird abzentrifugiert. 

Wir fithren hier einen Glucoseversuch an mit zwei Lé- 
sungen, von welchen die eine dargestellt wurde nach obiger 


Vorschrift, aber ohne Glucose, die andere in Anwesenheit von 
(slucose. 


Als Enzym wurde ein Co-Zymase-freies Trockenmuskelpraparat ver- 
wendet, dargestellt aus Ochsenmuskel. Das angewandte Co-Zymase- 
priparat war ein mit Blei, Quecksilber und Silbersalz gereinigtes Dialysat 
von Hefenkochsaft und zeigte in umnseren Einheiten ausgedriickt 
210 Co'cem und ACo = 12500 beim Girungsversuch. 


Versuchstemperatur 30° C. 


2g Trockenmuskel + 10 cem 10°, igem Phosphatpuffer py, = 
7,0 + 2 eem Co-Zymase. 


A. B. 
5 eem MX (nicht Glucose-behand.) 5 cem MX (nicht Glucose-behand.) 
33 cem H,O 33 eem H,O 
0.2 ¢ Glucose 
C. D. 
5cem MX (Glucose-behandelt) 5ecem MX (Glucose-behandelt 
33 eem H,O 33 eem H,O 
0,2 ¢ Glucose 
E. F 
38 cem H,O 38 ecm H,O 


0,2 g Glucose 


Vor den Milchsiurebestimmungen wurden die EiweiBstotte mit 
Natriumwolframat-Salzsiiure pach der Folin-Wuschen Methode aus- 
gefillt und das Koblehydrat mit Kupferkalkmileh nach der yan Slyke- 
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Claussenschen Methode entfernt. Fiir die Milchsiurebestimmungen 
wurde die von Hirsch-Kaufmann ausfihrlich beschriebene Methode 
verwendet. ') 























| mg Milschséure in 10 ecm der Reaktionsmischung 
Stunden | — ) i 
A B | C D E F 
0 4,4 | of ; et | lee 4,0 
1,5 5,6 54 | 89 5,7 54 6 | 52 
3,0 6,5 60 | 14,6 5,8 5s | 6&9 











Bei einem Vergleich zwischen E und F ist zu ersehen, 
daB Glucose allein keine Milchsiurebildung gibt. Die 
geringe Steigerung der Milchsiure, die bei E und F erhalten 
wird, mu8 von dem Kohlehydrat im Muskel stammen, das die 
Gegenwart des Meyerhof-Aktivators nicht erfordert. Aus 
den Werten bei A, B, C und D geht hervor, daB Milch- 
siurebildung nur bei C stattgefunden hat, aus zu- 
gesetzter Glucose entstanden, und ist also die hier verwendete 
Lésung wie Meyerhofs Aktivator wirksam. 

Es wurde hiernach Unterhefe von der hiesigen St. Eriks 
Brauerei (H-Hefe) untersucht. Die Hefe wurde durch wieder- 
holte Dekantierungen mit Wasser gewaschen, abzentrifugiert 
und mit ihrem Gewicht Wasser versetzt. Die Autolyse wurde 
analog der vorherigen ausgefiihrt und zwar mit und ohne 
Zusatz von Glucose. Die Zeit der Autolyse wurde jedoch 
auf nicht mehr als 18 Stunden ausgedehnt, da diese Hefe sich 
viel schneller autolysieren lieB. Alkoholfallung wurde wie 
vorher ausgefiihrt. Bei dieser Hefe erwies sich Zusatz von 
Glucose unndétig, wie aus folgendem Versuche ersichtlich ist. 
Es wurde bei diesem Versuche dasselbe Trockenmuskelpraparat 
verwendet wie bei dem vorigen Versuche, weshalb die Werte 
bei E und F auch hier gelten. 


2g Trockenmuskel + 10 cem Phosphatpuffer + 2 cem Co-Zymase. 
A. B. 
2cem MX (nicht Glucose-behand.) 2eem MX (nicht Glucose-behand.) 
36 cem H,O 36cem H,O 
0,2 g Glucose 
') Diese Zs, Bd. 140, 8S. 25 (1924). 
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C. D. 
2 eem MX (Glucose-behandelt) 2cem MX (Glucose-behandelt) 
36eem H,O 36 ccm H,0 
0,2 g Glucose 








mg Milchsiure in 10 cem der 
Stunden Reaktionsmischung 
0 40 | 38 | 40 | 40 
1,5 11,9 | 58 | 107 | 58 
3.0 208 62 | 171 | 64 





Die T'abelle zeigt, daB beide Aktivatorlésungen Milchsiure- 
bildung aus zugesetzter Glucose bewirkten. 

Ks diirfte nicht leicht sein, iiber vorstehendes Verhiltnis 
hinsichtlich der R-Hefe eine zufriedenstellende Erklirung zu 
geben. Hs ist jedoch méglich, daB wahrend der Vergirung der 
Glucose eine Anhaufung des Aktivators stattfindet, also analog 
damit, daB der Saccharasegehalt der Hefe gesteigert werden 
kann durch Vorbehandlung mit Rohrzucker. Jedenfalls aber 
ergibt sich jedesmal die Frage, weshalb keine aktive Substanz 
iiberhaupt gebildet wird bei Abwesenheit von Glucose, un- 
geachtet der langen Autolysezeit. Da die Unterhefe nicht 
beeinflu8t wurde durch Zusatz von Glucose, stimmt mit friiher 
gemachten Beobachtungen iiberein, niamlich daB die H-Hefe 
reich an Kohlehydrat ist. Die H-Hefe gibt somit kraftige 
Selbstgirung, wahrend bei der R-Hefe diese meistenteils aus- 
bleibt. 

Wir méchten auch einen Versuch anfiihren, der zeigt, daB 
eine Lisung von Meyerhofs Aktivator einer Dialyse unter- 
zogen werden kann, ohne dabei zerstért zu werden. 50 ccm 
Aktivatorlésung, dargestellt aus R-Hefe laut oben mitgeteilten 
Vorschriften, wurden im Kollodiumsack wihrend 18 Stunden 
gegen 3 Liter destillierten Wassers dialysiert. Die Loésung 
verblieb wahrend der Dialyse klar. Da Wasser eindrang, war 
das Volumen nach der Dialyse auf 65 ccm gesteigert. Die 
Aktivitat vor und nach der Dialyse wurde in folgender Reaktions- 
mischung bestimmt. 
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2g Trockenmuskel + 0,2 g Glucose + 10 cem 10°/,iger Phosphatpuffer 
+ 2 cem Co-Zymase + 5 cem Aktivatorlésung nicht dialysiert bzw. 
dialysiert + 33 cem H,O. 








mg Milchsiaiure in 10 ccm 
Stunden [Nicht dialys.| Dialys. 
Aktiv. Aktiv. 
0 4,0 4,1 
1,5 17,1 14,8 
3,0 24,0 | 221 





Durch die Dialyse ist der Aktivator wahrscheinlich vou 
einem betriichtlichen Teil inaktiven Materials befreit worden 
und ist hier also in wesentlicher reinerer Form vorhanden. 








Uber die Bildung eines hochmolekularen, aus sdiureamid- 


artig verknitipften /-Alanylgruppen zusammengesetzten 
Produktes aus /-Alaninester. 


Von 
Emil Abderhalden und Fritz Reich. 
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Beim Versuch, aus 8-Alaninester das entsprechende An- 
hydrid zu erhalten, beobachteten wir bei seinem Stehenlassen 
eine bald einsetzende Triibung. In kurzer Zeit erstarrte dann 
der ganze GefiBinhalt. Neben der festen Masse war zuniichst 
noch freier Ester eingeschlossen. Im Laufe einiger Tage ver- 
wandelten sich weitere Anteile des Esters in einen festen K6érper, 
in dem wir zunachst das gesuchte Anhydrid vermuteten. Es zeigte 
sich jedoch, daB keine Anhydridbildung eingetreten war. Die 
Kstergruppe war noch erhalten. Ferner lieB sich in eindeutiger 
Weise das Vorhandensein einer freien NH,-Gruppe nachweisen. 
Die Elementaranalyse ergab, da eine Kondensation von 
Alaninestermolekiilen eingetreten war. Die Gesamtanalyse und 
vor allen Dingen das Verhiltnis von NH,-N zu Gesamt-N 
stehen in guter Ubereinstimmung mit der Annahme einer Ver- 
bindung, die 10 f-Alaningruppen enthilt. DaB die isolierte 
Substanz ein #-Alaninderivat ist, lieB sich durch die quanti- 
tativ durchgefiithrte Hydrolyse erweisen. Es konnte nur 
6-Alanin als Baustein isoliert werden. Die Molekulargewichts- 
bestimmung ergab freilich einen Wert, der auf ein aus finf 
6-Alanylgruppen bestehendes Produkt hinweist. Da jedoch 
Elementaranalyse und Aminostickstoffbestimmung auf ein 
10 3-Alaninmolekiile enthaltendes Produkt hinweisen, ist der 
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bei der Molekulargewichtsbestimmung gefundene Wert viel- 
leicht auf eine sekundire Spaltung zuriickzufiihren. Von 
«-Aminosiureestern ist es bekannt, daB sie, sofern nicht An- 
hydridbildung eintritt, zur Kondensation unter Bildung von 
Polypeptidketten neigen.') Es bietet ein gewisses Interesse, 
daB auch #-Aminosiureester, wenigstens gilt das fir den 
f-Aminopropionsaureester, ein gleiches Verhalten zeigen. 


Experimenteller Teil. 


Als Ausgangsmaterial diente f-Alanin, das aus /-Jod- 
propionsiure durch Aminieren gewonnen worden war. Nach- 
dem das #-Alanin durch Methylalkohol und Salzsaiure in das 
Esterchlorhydrat verwandelt worden war, erfolgte die Infreiheit- 
setzung mit Kaliumcarbonat unter Ather. Die Ausbeuten waren 
meistens nicht gut, weil der empfindliche Ester durch Alkali 
ziemlich stark angegriffen wird. Der vollstiindig reine, im 
Vakuum destillierte Ester, schied schon nach 1—2 Tagen weibe 
amorphe Massen ab, und in 6—7 Tagen erstarrte das Ganze. 

Das so erhaltene Produkt (5 g) wurde mit Ather digeriert, 
wobei der noch vorhandene Ester in Lésung ging. Nach dem 
-Verdampfen der atherischen Lésung hinterblieben 1,2 g eines 
braunen Oles, das gréBtenteils unzersetzten Ester enthielt. 
Die von datherléslichen Produkten befreite Substanz kochten 
wir mehrmals mit absolutem Alkohol aus. Aus diesem ge- 
wannen wir 1,3 g eines Oles, das schnell erstarrte. Es stellte 
ein Gemisch von verschiedenen Kondensationsprodukten dar. 
Zur Reinigung wurde es in wenig heiBem Wasser gelist 
und mehrmals mit absolutem Alkohol ausgefallt. Die dabei 
entstehende, schwer filtrierbare, gallertartige Masse erschien 
nach dem Trocknen als weiBes, amorphes Pulver, das jedem 
Versuch, es krystallin zu gewinnen, widerstand. Das Produkt 
ist unléslich in Ather, Alkohol, Aceton, Essigester, Chloroform, 
léslich in Wasser und Hisessig. Es besitzt keinen Schmelzpunkt, 
sondern zersetzt sich gegen 310° unter Braunfarbung. Das 
Produkt reagiert basisch. 
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1) Vgl. Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, S. 471, 2893 (1906). 
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Biuret-Reaktion: schwache Blaufarbung. Pikrinsaure- 
Reaktion negativ. Ninhydrin-Reaktion: schwach positiv (nach 
langerem Kochen). Prifung auf Doppelbindung (Bromwasser 
und Kaliumpermanganat): negativ. 

Da die Vermutung nahe lag, daB es sich um einen Ester 
handelte, kochten wir eine kleine Probe mit n-Schwefelsiure. 
Nach der Verseifung wurde mit n-Natronlauge neutralisiert, 
lingere Zeit mit CuO am Wasserbade erhitzt, abfiltriert und in 
einer Porzellanschale eingedampft. Die deutliche Blaufirbung 
des Filtrates zeigte die Anwesenheit eines Kupfersalzes an. 

Analyse: Zur Analyse wurde das gewonnene Konden- 
sationsprodukt 4 Stunden lang im Vakuum bei 110° erhitzt. 
Zuniichst stellten wir nach der Methode von van Slyke den 
Gehalt an NH,-N fest, und zwar priiften wir zugleich den 
KinfluB der Zeitdauer — 5 und 10 Minuten — der Einwirkung 
der salpetrigen Siure auf das Ergebnis. 

a) NH,-Bestimmung: 

5 Minuten Dauer: 19,8 mg Substanz gaben 0,33 cem NH.-N bei 
761 mm und 22°, 

10 Minuten Dauer: 16,5 mg Substanz gaben 0,33 eem NH,-N bei 
743 mm und 22°. 

b) Gesamt-N-Bestimmung nach Kjeldahl: 

24,8 mg Substanz: ber. 3,44 cem n/10-H,SO,. 

ec) Kohlen- und Wasserstoffbestimmung: 

0,0941 g Substanz gaben 0,0651 g H,O, 0,1718 g CO,,. 

Fiir C,,H,,0,,N,. (742,69) 
Ber. 1,9°/, NH,-N 18,96 °/, N 50,1 % C 17,33°/, H 
Gef. 1,9 bezw. 2,26°/, NHN 19,43, , 49,66, , 7,74,, 
Das Verhiltnis von NH,-N zum Gesamt-N ist 1: 10. 
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Prifung der Zusammensetzung des Kondensationsproduktes. 


Zunichst priiften wir das Verhalten von #-Alaninester 
gegentiber der Kinwirkung von kochender 25°/,iger Schwefel- 
siure, weil mit der Méglichkeit einer Zersetzung von #-Alanin 
gerechnet werden muBte. 1g Ester wurde in 5 ccm 25° - 
iger Schwefelsdure gelést und 12 Stunden lang damit gekocht. 
Nachdem die Schwefelsiure mit reinstem Baryt quantitativ 
entfernt worden war, destillierten wir das Wasser bei ver- 
mindertem Druck ab. Da die Moglichkeit vorlag, daB das 
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@-Alanin unter NH,-Abspaltung in Acrylsiure iibergeht, 
(NH,-CH,-CH,-COOH -» CH,:CH-COOH + NH,), schalteten 
wir eine mit 10 ccm n/10-Schwefelsiure beschickte Wasch- 
flasche ein. Nach beendeter Destillation titrierten wir die vor- 
gelegte Saure mit 10 ccm n/10-Natronlauge zuriick. Es war 
somit kein NH, abgespalten worden. Den Destillationsriick- 
stand bildete eine weiBe, in schénen Nadeln strahlenférmig 
krystallisierte Substanz, die sofort, ohne umkrystallisiert zu 
werden, den Schmelzp. 200° (ohne Korr.) des f-Alanins zeigte. 
Mit Kaliumpermanganat und Soda: keine Entfairbung, also 
keine Bildung von Acrylsiure oder eines Derivates davon. 

f-Alanin wird also durch lange anhaltendes Kochen mit 
25°/,iger Schwefelsiure nicht angegriffen. Im Gegensatz dazu 
wird diese Aminosaiure durch verdiinntes Alkali schon bei 
miBigem Erwirmen in Acrylsiure und NH, zersetzt.') Nun- 
mehr hydrolysierten wir das Kondensationsprodukt durch Kochen 
mit 25°/,iger Schwefelsiure. 0,5 g davon wurden in 5 ccm 
25°/,iger Schwefelsiure gelést und 11 Stunden lang damit ge- 
kocht. Die anfangs farblose Lésung farbte sich nach einigen 
Stunden gelb. Die Schwefelsiiure wurde durch Baryt quanti- 
tativ entfernt, die Fliissigkeit iiber Tierkohle filtriert und dann 
im Vakuum zur Trockene verdampft. Es hinterblieben schéne 
Nadeln, die umkrystallisiert, den Schmelzp. 200° des f-Alanins 
zeigten. Reaktion auf Doppelbindung negativ. 

Die Ausbeute an f#-Alanin war innerhalb der Fehler- 
grenze die berechnete. Die Molekulargewichtsbestimmung 
lieferte einen Wert von etwa 350. 


0,1763 g Substanz in 6,294 g Eisessig gelést. Methode: Beckmann 
(Gefrierpunktserniedrigung). Depression 0,31°. 


Mol.-Gew. Gef. 352 Ber. 740. 
Es schien uns wiinschenswert, ein Derivat des Konden- 
sationsproduktes herzustellen. Es gliickte jedoch nicht, die 
angestrebte Phenylisocyanatverbindung zu erhalten. 


1) KE. Abderhalden u. A. Fodor, Diese Zs. Bd. 85, S. 112 (1913). 
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Fig. 1. Cl-Verbindung des Pyratins, Fig. 2. Kopratoporphyrinmethylester, 
eweimal umkrystallisiert zweimal umkrystallisiert. 
; 
4 
Rig. 3, Pyroporphyrinmethylester, Fig. 4. Pyroporpbyrinmethylester, 
einmal umkrystallisiert. Schmelzp, 225°. wiederholt umkrystallisiert. Schmelzp. 225 
Hoppe Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLANXIII. Tafel 1. 
if ‘ Py . ° eet. a ° ° 
4) 0. Schumm, Uber die Gew innung von Hiimiderivaten durch Brenzreaktionen“. 
ag Vv Val & ¢ Berli 
3 
j | 





